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O objectivo inicial, deste trabalho, foi complexar o omeprazol (OME), um 
fármaco inibidor da bomba de protões, com uma ciclodextrina (CD) modificada, a 
hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD) e caracterizar os complexos obtidos. Recorreu-se 
às técnicas de malaxagem e liofilização para a preparação dos complexos de inclusão 
sólidos e às técnicas de calorimetria diferencial de varrimento (DSC), espectroscopia de 
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de ressonância 
magnética nuclear (NMR) e simulação molecular para a confirmação e caracterização 
físico-química dos complexos formados entre o OME e a HPβCD. Os rendimentos de 
complexação obtidos foram inferiores a 40% devido à muito baixa solubilidade do 
OME em água. 
 Numa segunda fase do trabalho, e sabendo que o OME apresenta baixa 
estabilidade quando exposto à luz, calor e humidade, foi realizado um ensaio 
preliminar com o objectivo de analisar se, na forma de complexo de inclusão, o 
fármaco estaria mais protegido, logo menos sujeito à degradação nessas condições 
ambientais. Tal facto não se verificou, observando-se, pelo contrário, um 
aceleramento na degradação do OME em alguns dos complexos de inclusão 
preparados. Assim, os complexos de inclusão OME:HPβCD não serão vantajosos para 
melhorar a estabilidade do OME em condições ambientais drásticas.  
Posteriormente, pretendeu-se determinar outras eventuais aplicações do OME 
livre e de alguns dos complexos de inclusão preparados. Assim, estudou-se a sua 
actividade inibitória sobre alguns enzimas seleccionados, nomeadamente a papaína, 
modelo de proteases, e acetilcolinesterase, através da determinação da concentração 
de fármaco que inibe 50% da actividade destes enzimas (IC50). Foram ainda efectuados 
ensaios enzimáticos com a quimotripsina, todavia o OME não apresentou capacidade 
inibitória sobre este enzima. Determinou-se igualmente que a HPβCD livre não induz 
alterações significativas nas velocidades enzimáticas. 
Por último, pretendeu-se comparar a permeabilidade das células Caco-2, 
modelo das células intestinais humanas, ao OME livre e complexado com a HPβCD, de 
forma a avaliar se a absorção do fármaco seria alterada na presença da ciclodextrina. A 
V 
 
permeabilidade celular ao OME livre ou complexado não exibiu diferenças 
significativas, pelo que a HPβCD aparenta não afectar a entrada do fármaco nas 
células. 
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 The initial aim of this work was to complex the omeprazole (OME), a proton 
pump inhibitor, with a modified cyclodextrin, hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPβCD) 
and characterize the complexes obtained. Therefore, the kneading and freeze-drying 
techniques were used for the preparation of solid inclusion complexes and the 
techniques of differential scanning calorimetry (DSC), fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonance (NMR) and molecular simulation  
were performed for the confirmation and physicochemical characterization of the 
complexes formed between OME and HPβCD. The complexation yields obtained were 
below 40% due to the very slightly solubility of OME in water. 
 In the second phase of the work, and knowing that OME presents low stability 
when exposed to light, heat and humidity, it was performed a preliminary assay which 
intended to analyse if, in the form of inclusion complex, the drug would be more 
protected, so less degradation would occur in those environmental conditions. It was 
observed that OME degradation could even be accelerated by cyclodextrin in some of 
the inclusion complexes prepared. So it is possible to know that inclusion complexes 
OME:HPβCD aren’t advantageous to improve the stability of OME in stress 
environmental conditions.  
Later, the inhibitory activity of free OME and some of the inclusion complexes 
prepared on selected enzymes, in particular papain (protease model) and 
acetylcholinesterase was evaluated by determination of drug concentration that 
inhibited 50% of the enzyme activity (IC50). An enzymatic assay of OME with 
chymotrypsin was performed too, with no significant inhibitory capability observed. 
The influence of free HPβCD on each enzyme was also studied, and no significant 
modifications on enzymatics’ rates were observed.  
The final aim was to compare the permeability of Caco-2 cells, a model of 
human intestinal cells, on free and complexed OME to evaluate if the drug absorption 
would change in the presence of cyclodextrin. However, the entry of the drug in these 
cells seems not to be affected by the HPβCD, since no significant differences on cellular 
permeability to free and complexed OME was observed. 
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%   Percentagem 
ºC   Graus célsius 
Å   Angstron (10-10 m) 
λ    Comprimento de onda 
Abs   Absorvência 
AChE   Acetilcolinesterase 
AChI   Iodeto de acetiltiocolina 
ATPase-H+/K+  Adenosina trifosfatase-hidrogénio/potássio  
BAPA   Benzoilo-L-arginina-p-nitroanilida 
CD   Ciclodextrina 
CGTase  Ciclodextrina-glicosil-transferase 
DCM   Diclorometano 
DM-β-CD  2,6-di-O-metil-β-ciclodextrina  
DMEM   Meio Dulbecco modificado por Eagle  
(Dulbecco's modiﬁed Eagle's medium) 
DMSO   Dimetilsulfóxido 
DSC   Calorimetria diferencial de varrimento 
    (Differential scanning calorimetry) 
DTNB   Ácido 5,5’-ditiobis [2-nitrobenzóico] 
DTT   Ditiotreitol 
EDTA   Ácido etilenodiaminotetraacético 
FBS   Soro de feto bovino (Fetal bovine serum) 
FTIR Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(Fourier transform infrared spectroscopy) 
g   Grama 
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G2-β-CD  Maltosil-β-ciclodextrina  
HBSS   Solução salina de Hank’s  
(Hank's Buffered Salt Solution) 
HCl   Ácido clorídrico 
HEPES   Ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico 
HPβCD   Hidroxipropril-ciclodextrina 
HPLC   Cromatografia líquida de alta precisão 
(High-performance liquid chromatography) 
IC50  Concentração a que corresponde 50% de inibição 
Kc   Constante de estabilidade 
LF   Liofilização 
M   Molar 
mM   Milimolar (10-3 M) 
MeOH   Metanol HPLC-Grade 
MF   Mistura física 
mg   Miligrama (10-3 g) 
min   Minuto 
ML   Malaxagem 
ML1   Malaxado 1 
ML2   Malaxado 2 
mL   Mililitro (10-3) 
NaOH   Hidróxido de sódio 
nm Nanómetro (10-9 m) 
NMR-H1  Ressonância magnética nuclear de protão  
(Proton nuclear magnetic resonance) 
PBS   Tampão fosfato salino 
 (Phosphate buffered saline) 
X 
 
pKa   - log Ka 
OME   Omeprazol 
SBE-β-CD  Sulfobutileter-β-ciclodextrina  
TMβCD  (2,3,6-tri-O-metil)-β-ciclodextrina 
TLC   Cromatografia de camada fina  
(Thin layer chromatography) 
TPCK   Tosil-L-fenilalaninil clorometilcetona 
   (Tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone) 
UV/Vis  Ultravioleta/visível 
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1. Introdução  
 
 
1.1.  Fisiopatologia do estômago 
 
O ácido clorídrico (HCl) é uma das principais secreções do estômago, sendo 
produzido pelas células parietais, as quais estão localizadas nas glândulas oxínticas, as 
unidades secretórias da mucosa gástrica (fig.1a). A secreção de HCl resulta da 
activação da bomba de protões, adenosina trifosfatase-hidrogénio/potássio (ATPase-
H+/K+), enzima que é apenas encontrado nos canalículos secretórios das células 
parietais (fig.1b) e cuja função é bombear para fora, para o espaço canalicular, iões H+ 
por troca com iões K+. Este enzima é activado através de diferentes estímulos, 
nomeadamente, pela ingestão de alimentos e pelas vias neuroendócrinas, envolvendo 
a actividade da gastrina, histamina e acetilcolina. O HCl segregado ajuda na hidrólise 
das ligações peptídicas das proteínas, activa alguns enzimas gástricos e actua como 
uma barreira contra as infecções, eliminando a maioria dos microrganismos 
provenientes dos alimentos ingeridos (Huang e Hunt, 1996; Randall et al., 2002 e Sachs 










Fig. 1 – (a) Glândula oxíntica da mucosa gástrica (retirado do sítio da internet 
rezidentiat.3x.ro/eng/ulcereng.htm, acedido a 15 de Abril de 2009). (b) Célula parietal do 
estômago (retirado do sítio da internet www.nurseminerva.co.uk/digestive_problems.htm, 
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A mucosa gástrica está, normalmente, protegida contra possíveis danos 
causados pela presença de HCl, através de diferentes mecanismos. As células mucosas 
segregam muco e bicarbonato, que reveste e protege a mucosa gástrica, evitando a 
retrodifusão dos iões H+. Caso ocorra dano, estas células regeneram-se rapidamente e 
a mucosa gástrica é restituída. Por outro lado, o fluxo sanguíneo da mucosa gástrica é 
bastante rápido, o que possibilita a remoção dos iões H+ que atravessem essa área. Se 
estes mecanismos protectores sofrerem alguma deficiência e/ou se ocorrer um 
aumento excessivo dos agentes agressores (secreção de ácido), podem desenvolver-se 
diversas doenças gastrointestinais, sendo as mais comuns referidas de seguida 
(Henderson e Lander, 1996 e Lérias, 2007). 
 
 
1.2. Doenças gastrointestinais 
A úlcera péptica é uma das patologias mais frequentes em todo o mundo, 
sendo que aproximadamente, 5 a 10% da população mundial irá desenvolver esta 
doença durante a sua vida, apresentando maior incidência em pessoas entre os 30 e os 
60 anos. Esta doença caracteriza-se pelo aparecimento de uma lesão ou ferida na 
mucosa do tracto gastrointestinal, que se encontra exposta ao HCl, ocorrendo mais 
frequentemente no estômago ou no duodeno. A secreção gástrica de HCl está, 
portanto, directamente relacionada com o aparecimento de úlceras pépticas, devido a 
alguma debilidade dos mecanismos normais de defesa ou reparação do estômago ou 
do duodeno. Esta é uma doença recorrente, com cerca de 50 a 90% dos pacientes com 
úlcera duodenal a terem uma recorrência ao fim de um ano de diagnóstico; as úlceras 
gástricas demoram mais tempo a reaparecerem. Certos factores de risco, 
nomeadamente, factores genéticos, tabaco, álcool ou anti-inflamatórios não-
esteróides podem contribuir para um maior desenvolvimento de úlceras (Henderson e 
Lander, 1996).  
A maioria das úlceras pépticas é caracterizada pela presença de Helicobacter 
pylori, uma bactéria Gram-negativa em forma de espiral, que coloniza a superfície da 
mucosa gástrica e o antro pilórico. Este microrganismo produz citotoxinas que 
contribuem para a destruição da camada mucosa, resultando numa hipersecreção 
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ácida devido ao aumento da permeabilidade aos iões H+ o que, consequentemente, 
pode causar o aparecimento de úlceras. A erradicação deste microrganismo é 
fortemente aconselhada para o tratamento de úlceras gástricas ou duodenais, em 
estado inicial ou recorrentes (Huang e Hunt, 1996 e Madigan e Martinko, 2006). 
Um caso raro de úlceras pépticas é um tipo de cancro designado de Síndrome 
de Zollinger-Ellison, que provoca uma produção excessiva de HCl. O tumor, que se 
aloja, geralmente, no duodeno ou pâncreas, produz gastrina. A gastrina é uma 
hormona que estimula o estômago a produzir grandes quantidades de ácido e, dessa 
forma, pode levar ao desenvolvimento de úlceras (Henderson e Lander, 1996 e Welage 
e Berardi, 2000). 
 O refluxo gastro-esofágico é uma das patologias mais frequentes do aparelho 
digestivo que tem origem numa deficiência do esfíncter esofágico inferior, o qual 
permanece continuamente aberto após a deglutição, permitindo o refluxo do 
conteúdo gástrico para o esófago, causando, dessa forma, uma lesão na mucosa 
esofágica (Horn, 2000).   
 
 
1.3.   Omeprazol 
O Omeprazol (OME) pertence à classe de fármacos inibidores da bomba de 
protões, cuja acção é inibir o enzima ATPase-H+/K+, uma protease de cisteína, o qual é 
responsável pelo passo final da secreção de ácido gástrico (Aihara et al., 2003). A 
utilização do OME foi descrita pela primeira vez em 1989. Actualmente, é um dos 
fármacos de eleição aceite como eficaz e seguro na supressão de HCl, promovendo a 
cura de úlceras de uma maior percentagem de doentes, num período de tempo mais 
curto, comparativamente com os antagonistas dos receptores H2 (Schepp, 1996 e Shi e 
Klotz, 2008). É também usado no tratamento do síndroma Zollinger-Ellison e da 
doença do refluxo gastro-esofágico, assim como, na erradicação da H. pylori, na qual se 
recorre a uma terapia combinada de inibidores da bomba de protões conjuntamente 
com dois antibióticos, por exemplo amoxicilina e claritromicina (Horn, 2000 e Shi e 
Klotz, 2008). 
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1.3.1. Caracterização físico-química  
O OME, cuja designação química é 5-Metoxi-2-[(RS)-4-metoxi-3,5-
dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-1H-benzimidazol, é um pó branco ou quase branco, 
muito pouco solúvel na água, solúvel no cloreto de metileno e pouco solúvel no álcool 
e no metanol. A sua estrutura é constituída por um anel piridínico substituído, ligado 
ao anel benzimidazólico pelo grupo sulfóxido (fig. 2). O seu ponto de fusão ocorre a, 
aproximadamente, 156ºC (Farmacopeia Portuguesa, 2005). A sua fórmula molecular é 
C17H19N3O3S e o seu peso molecular é 345,4 g.mol
-1. É uma base fraca, apresentando 
dois valores de pKa a 4,0 e 8,7 para os grupos piridina e benzimidazol, respectivamente 









Fig. 2 – Estrutura do Omeprazol (adaptado de Farmacopeia Portuguesa, 2005). 
 
O OME é administrado como mistura racémica de enantiómeros S e R. O 
esomeprazol é o S-enantiómero do OME e foi o primeiro inibidor da bomba de protões 
a ser desenvolvido como estereoisómero individual (Hemenway, 2007). 
 
 
1.3.2. Perfil farmacodinâmico    
O OME é um pró-fármaco e, nessa forma, é capaz de atravessar membranas, 
chegando, através da circulação, até às células parietais. O ambiente acídico dessas 
células permite a protonação dos grupos piridina e benzimidazol (pKa1 e pKa2, 
respectivamente), o que origina uma menor permeabilidade do fármaco às 
membranas e, consequentemente, a sua acumulação nos canalículos secretórios. A 
2-piridilmetil 
benzimidazol 
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protonação do OME resulta na formação de uma sulfenamida tetracíclica, que 
constitui a forma activa do fármaco. A sulfenamida reage com os grupos sulfidrilo das 
cisteínas do enzima ATPase-H+/K+, formando ligações persulfureto, o que provoca a 
inibição da actividade da bomba de protões (Roche, 2006 e Sachs et al., 2006). A 
ligação covalente formada é irreversível e, portanto, a secreção de ácido gástrico pode 
apenas ser restaurada pela síntese e translocação de novas moléculas de ATPase-H+/K+ 
para a membrana dos canalículos secretórios (processo demorado). Todavia, alguma 
actividade enzimática pode ser recuperada através de agentes redutores endógenos, 
nomeadamente, o glutationo, que conseguem reduzir a ligação persulfureto entre o 
fármaco e o enzima (Horn, 2000 e Welage e Berardi, 2000). 
 
1.3.3. Perfil farmacocinético 
 
Absorção e distribuição 
A absorção do OME ocorre no intestino delgado e o pico de concentração 
plasmática ocorre entre as 0,5 e 3,5 horas. Cerca de 20% de OME sofre um 
metabolismo de primeira passagem. A biodisponibilidade é de apenas 30-40%, mas 
após dose repetida, aumenta para cerca de 60%. A sua ligação a proteínas plasmáticas 
é de, aproximadamente, 95% (Dollery et al., 1991 e Welage e Berardi, 2000). 
 
Metabolismo e eliminação 
Após absorção, o OME é quase todo metabolizado, principalmente pelo 
isoenzima CYP2C19 do sistema citocromo P450, dando origem ao metabolito 5-
hidroxiomeprazol. Este isoenzima origina ainda, em menor quantidade, o metabolito 
5-O-desmetilomeprazol. Em menor extensão, o OME pode ser metabolizado pelo 
isoenzima CYP3A4, formando-se omeprazol-sulfona e 3-hidroxiomeprazol. Todos os 
metabolitos são inactivos e a maior parte é excretada na urina (80%), o restante é 
excretado pelas fezes (Roche, 2006).  
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1.3.4. Estabilidade físico-química 
 
Uma das principais desvantagens farmacêuticas do OME é a sua instabilidade 
físico-química. Em solução aquosa, a sua estabilidade é dependente do pH; em 
condições acídicas e neutras é rapidamente degradado, apresentando maior 
estabilidade em meio alcalino. No estado sólido, o OME é susceptível ao calor, 
humidade e luz (Ruiz, 1998; Storpirtis e Rodrigues, 1998 e Arias, 2000). 
 
                
1.4.  Ciclodextrinas 
 
 
As ciclodextrinas (CDs) constituem uma nova classe de excipientes 
farmacêuticos usadas para alterar as propriedades físico-químicas e biológicas 
indesejáveis de certos fármacos através da complexação dos mesmos com as CDs 
(Hedges, 1998). De seguida são apresentadas as aplicações mais comuns destes 
excipientes: 
- melhoramento da solubilidade de fármacos insolúveis; os grupos hidrófobos da 
molécula hóspede, que no estado livre ficavam em contacto com o solvente, penetram 
na cavidade da CD e é a superfície desta molécula que interage com o solvente, 
contribuindo para a solubilidade do complexo formado. A modificação química dos 
grupos hidroxilo das CDs naturais por grupos hidroxipropil, por exemplo, pode 
aumentar ainda mais significativamente a solubilidade do fármaco insolúvel (Hedges, 
1998). 
- estabilização contra reacções de oxidação, hidrólise e fotólise; os grupos químicos do 
fármaco mais susceptíveis de reagir são incluídos na cavidade da CD que funciona, 
assim, como molécula protectora. No entanto, as CDs podem exercer um efeito 
acelerador na reactividade de algumas moléculas hóspede, normalmente associado a 
uma desprotonação dos grupos hidroxilo da CD e da orientação do substrato na 
cavidade da mesma (Marques, 1994c e Sá-Barreto e Cunha-Filho, 2008). 
- redução da volatibilidade; compostos voláteis encapsulados com CDs apresentam 
menores taxas de evaporação e degradação quando submetidos a elevadas 
temperaturas (Marques, 1994c e Hedges, 1998). 
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- diminuição ou eliminação de efeitos desagradáveis; a molécula hóspede ao estar 
incluída na CD fica mais isolada e protegida do contacto com as superfícies do corpo, 
onde poderia causar efeitos secundários indesejados, como irritação ou sabores 
desagradáveis (Rajewski e Stella, 1996 e Hedges, 1998).  
 
1.4.1.  Caracterização geral  
 
 
 As CDs, descobertas por Villiers em 1891, são oligossacáridos cíclicos 
compostas por unidades de D-glucopiranose (glucose) ligadas entre si através de 
ligações α-1,4 glicosídicas (Szejtli, 1998 e Valle, 2004). São produzidas a partir da 
hidrólise do amido ou de derivados do amido (amilose, amilopectina, dextrina ou 
glicogénio) e, posterior, ciclização dos fragmentos clivados, através da acção catalítica 
do enzima ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase, EC 2.4.1.19) (Biwer et al., 2002). 
As CDs naturais mais comuns são a α-CD, β-CD e γ-CD, constituídas por 6, 7 e 8 
unidades de glicose, respectivamente (fig.3). O número de unidades de glucose 
determina a dimensão da cavidade da CD. Estas moléculas são cristalinas, homogéneas 
e não-higroscópicas (Szejtli, 1998). Devido a factores estéreos, CDs contendo número 
inferior a 6 unidades de glucose não existem. No entanto, já foram identificadas CDs 
constituídas até 13 unidades de glucose, mas a sua produção, com um rendimento 
bastante baixo, e o seu poder complexante fraco, diminuíram o seu interesse 
farmacêutico (Loftsson e Brewster, 1996). As propriedades físico-químicas das três CDs 
mais comuns encontram-se sumariadas na tabela 1.  





Fig. 3 – Estrutura química da α-CD, β-CD e γ-CD. (Szejtli, 2004) 
 







Do ponto de vista estrutural, como consequência da ausência de rotação livre 
das ligações glicosídicas e da conformação em cadeira (em C-1) apresentadas pelas 
unidades de glucose, as CDs adquirem uma forma toroidal de cone truncado. O lado 
mais largo desta estrutura é formado pelos grupos hidroxilo secundários em C-2 e C-3 




 α-CD β-CD γ -CD 
Número de unidades de glucose 6 7 8 
Massa molecular (g/mol) 972 1135 1297 
Solubilidade em água a 25ºC (g/100mL) 14,5 1,85 23,2 
Diâmetro da cavidade central (Å) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 










Fig. 4 – Forma toroidal de cone truncado da ciclodextrina com os grupos hidroxilos 
primários e secundários identificados (adaptado de Uekama, 2004). 
 
A orientação dos grupos polares hidroxilo para o exterior do cone confere à 
superfície externa das CDs um carácter hidrófilo, permitindo a sua solubilidade em 
meio aquoso. Por sua vez, a cavidade interna da CD é delineada pelos átomos de 
hidrogénio ligados em C-3 e C-5 e pelos átomos de oxigénio envolvidos nas ligações 
glicosídicas em C-1 e C-4. Estes átomos de oxigénio apresentam pares de electrões não 
ligantes que se direccionam para o interior da cavidade, produzindo localmente um 
ambiente de elevada densidade electrónica, que consequentemente confere à 
superfície interna da CD um carácter hidrófobo. Como resultado desta estrutura, as 
CDs podem ser utilizadas como moléculas hospedeiras na formação de complexos de 
inclusão com uma variedade de moléculas hóspede hidrófobas (Marques, 1994a e 
Szejtli, 1998).  
 
1.4.2. Complexos de inclusão 
 
 
 A estrutura peculiar das CDs permite a inclusão de compostos sólidos, líquidos 
e gasosos na sua cavidade relativamente apolar quando comparada com a água. 
Assim, as CDs são também denominadas de moléculas hospedeiras enquanto que as 
moléculas por elas incluídas são designadas de moléculas hóspedes. Desta interacção 
resultam complexos hóspede-hospedeiro, também conhecidos por complexos de 
inclusão. A principal condição para a formação de complexos de inclusão é que o 
Grupo hidroxilo primário 
Grupo hidroxilo  secundário
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substrato seja compatível em tamanho e forma à cavidade hidrófoba das CDs, ainda 
que a sua entrada e ajustamento espacial possa ser apenas parcial. Desta forma, 
moléculas pequenas apresentam maior facilidade no processo de complexação com a 
α- e β-CDs devido à compatibilidade do volume das moléculas hóspede e hospedeira. 
Relativamente à γ-CD, se o composto for muito pequeno o encaixe torna-se 
desfavorável devido ao tamanho muito superior da cavidade desta CD. Para além da 
compatibilidade geométrica, a polaridade da molécula encapsulada e a sua 
competição com os diferentes compostos presentes no meio também condiciona a 
inclusão na cavidade das CDs (Marques, 1994a e Sá-Barreto e Cunha-Filho, 2008). 
A estequiometria do complexo de inclusão é determinada pelo tamanho e 
arranjo estrutural da molécula hóspede em relação à cavidade da CD, sendo que 
habitualmente os complexos fármaco-CD se formam na proporção 1:1 ou 1:2 (fig. 5). 
No entanto, caso o substrato seja suficientemente longo, a sua inclusão poderá 
ocorrer por mais do que um lado, formando-se complexos 1:3, 2:2, 2:3, entre outros 









Fig. 5 –Complexos fármaco-CD (a)  1:1 e (b) 1:2 (adaptado de Davis e Brewster, 2004). 
 
Em soluções aquosas, a cavidade hidrófoba das CDs é ocupada por moléculas 
de água, constituindo um sistema energeticamente desfavorável, devido à natureza da 
interacção polar-apolar. Na formação dos complexos de inclusão, as moléculas de água 
CD Fármaco Complexo fámaco-CD 1:1 
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são substituídas por moléculas apolares de tamanho e forma compatíveis, não 
ocorrendo formação nem quebra de ligações covalentes. A força motriz do processo 
de complexação consiste, assim, na substituição de moléculas de água de elevada 







Fig. 6 – Representação esquemática da formação de complexos de inclusão. O p-
xileno é a molécula hóspede e os círculos representam moléculas de água 
(Szejtli, 2004). 
 
 A formação e estabilização dos complexos de inclusão envolve ainda outras 
forças de carácter reversível, nomeadamente, ligações de hidrogénio, interacções 
electrostáticas, forças de van der Waals, efeito hidrófobo e efeitos estéreos. Nenhuma 
destas interacções fracas pode por si só originar a interacção específica de duas 
moléculas e tal só poderá ocorrer pela acção conjunta de diversas interacções fracas 
(Loftsson et al., 2005a e Veiga et al., 2006).  
Em solução, os complexos fármaco-CD estão continuamente a ser formados e 
dissociados, uma vez que o processo de complexação é um equilíbrio dinâmico entre 
as moléculas de fármaco livres (F) e as ligadas às moléculas de ciclodextrina (F-CD) 
(Loftsson et al., 2004 e Valle, 2004). Se a formação do complexo ocorrer numa 
estequiometria de 1:1 o seguinte equilíbrio é atingido: 
 
 
onde KC  é a constante de estabilidade do complexo F-CD, podendo o seu valor variar 
entre 0 e 105 M-1. O primeiro valor é obtido se o fármaco for incapaz de formar 
CDF + CDF −
KC 
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complexos de inclusão com a CD e o segundo foi o valor máximo observado 
experimentalmente em complexos F-CD. Assim, quanto maior for a afinidade das 
moléculas de fármaco para as de ciclodextrina, maior será o valor de KC, logo mais 
lenta será a dissociação do complexo F-CD (Rajewski e Stella, 1996).  
 
1.4.3. Derivados das ciclodextrinas 
 
 
 As CDs naturais (α-, β- e γ-CDs), em particular a β-CD, apresentam uma 
solubilidade aquosa reduzida, podendo originar a precipitação de complexos de 
inclusão formados em meio aquoso, o que limitaria a função destas moléculas como 
veículo de fármacos. Este facto deve-se às ligações de hidrogénio, relativamente 
fortes, que se estabelecem entre os grupos hidroxilos secundários, conferindo às CDs 
uma estrutura rígida (Marques, 1994d e Brewster e Loftsson, 2007).  
 Assim, desenvolveram-se CDs sintéticas por modificação química das CDs 
naturais, aumentando não só a sua solubilidade como também a sua capacidade de 
complexação, diminuindo ainda a sua toxicidade (Veiga et al., 2006). Estes derivados 
resultam, então, da substituição de qualquer dos grupos hidroxilo (primários e/ou 
secundários) por grupos metilo, etilo, hidroxialquilo, carboximetilo, sacarídeos. A α-CD, 
β-CD e γ-CD possuem 18, 21 e 24 locais possíveis de derivatização, respectivamente 
(Szejtli, 1998). Desta forma, ocorre o impedimento da formação de ligações de 
hidrogénio intramoleculares e a conversão das CDs naturais cristalinas em misturas 
amorfas de isómeros posicionais, alterando, assim, as propriedades físico-químicas 
destas moléculas, nomeadamente, no aumento drástico da sua solubilidade (Marques, 
1994d). 
  Os grupos hidroxilo das unidades de glucose não apresentam todos a mesma 
reactividade, sendo os mais reactivos os que se encontram ligados ao C-6 e os menos 
reactivos os que se encontram ligados ao C-3. No entanto, este dado não parece ser 
decisivo para a determinação da posição do grupo substituinte, pois alterando as 
condições da reacção (pH, temperatura, reagentes) também se pode modificar a 
posição do grupo funcional (Veiga et al., 2006). 
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 As CDs derivadas de maior aplicação farmacêutica são a 2-hidroxipropil-β-
ciclodextrina (HP-β-CD), 2-hidroxipropil-γ-ciclodextrina (HP-γ-CD), 2,6-di-O-metil-β-
ciclodextrina (DM-β-CD), sulfobutileter-β-ciclodextrina (SBE-β-CD) e ramificadas como 
a maltosil-β-CD (G2-β-CD) (Brewster e Loftsson, 2007). 
 No presente trabalho escolheu-se uma CD derivada, uma vez que apresenta 
diversas vantagens relativamente às CD naturais, como já referido anteriormente. Das 
CDs derivadas foi eleita a HP-β-CD, devido à sua elevada solubilidade em soluções 
aquosas, o que permite melhorar a solubilidade de compostos muito pouco solúveis; 
devido à sua quase nula toxicidade, com reduzidos efeitos hemolíticos e à sua boa 
capacidade complexante (Marques, 1994d e Irie e Uekama, 1997). Todas estas 
características fazem da HPβCD uma CD segura e, por isso, adequada para 
administração oral. Por outro lado, Loftsson et al. (2005b) publicaram um estudo da 
complexação do OME com a HPβCD, em solução aquosa, reportando uma melhoria na 
solubilidade do fármaco (Kc 69 M
-1). Assim, sabendo que a solubilidade do OME era 
aumentada pretendeu-se estudar se a sua estabilidade, em estado sólido, sofreria 






A toxicidade das CDs é um dos principais factores limitantes da utilização destas 
substâncias na indústria farmacêutica, que deve ser tomada em consideração aquando 
da escolha da via de administração dos complexos para um determinado tipo de CD.  
A via de administração oral é, em geral, bem tolerada e não tóxica tanto para as 
CDs naturais como para as CDs derivadas. Facto este que se deve à quase inexistente 
absorção da forma intacta das CDs naturais, no tracto gastrointestinal, sendo a maior 
parte destas moléculas metabolizada, por hidrólise, pela microflora do cólon. Os 
metabolitos obtidos (maltodextrinas acíclicas, maltose e glucose) são posteriormente 
metabolizados, absorvidos e finalmente excretados em CO2 e H2O. As CDs derivadas, 
devido à sua modificação química, apresentam menor afinidade para os enzimas 
bacterianos do tracto gastrointestinal, o que leva a que sejam excretadas nas fezes, 
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principalmente na sua forma intacta, sem sofrerem metabolização (Irie e Uekama, 
1997). 
A via de administração parentérica, ao contrário da referida anteriormente, é 
restrita a certos tipos de CDs. Estudos toxicológicos mostraram que as α- e  β-CDs, 
assim como certos derivados alquilados, nomeadamente a DM-β-CD, não são 
adequados para este tipo de administração, pois induzem graves efeitos nefrotóxicos 
aquando da sua eliminação com a urina. O dano renal ainda não está totalmente 
elucidado. No entanto, sabe-se que ocorre ao nível dos vacúolos do túbulo proximal, 
onde se dá uma acumulação destas substâncias que, como não sofrem hidrólise, 
precipitam sob a forma de cristais, resultando na inflamação do tecido, morte celular e 
necrose do rim. Para além disso, elevadas concentrações de CDs provocam também 
efeitos hemolíticos envolvendo o sequestro de colesterol das membranas dos glóbulos 
vermelhos, causando a sua disrupção e hemólise. A actividade hemolítica das CDs 
segue a seguinte ordem: β- > α- > γ-CD para as CDs naturais e DM-β- > β- > HP-β- > 
maltosil-β- > hidroxietil-β-CD (HE-β-CD) relativamente às β-CDs derivadas, indicando 
que a introdução de grupos hidrófilos diminui os efeitos hemolíticos da β-CD. Assim, as 
CDs relativamente mais hidrófilas e, por isso, mais solúveis em água, nomeadamente a 
γ-CD, HP-β-CD, sulfobutileter-β-CD (SBE-β-CD) e maltosil-β-CD são mais seguras e, 
portanto, adequadas para uso parentérico (Marques, 1994d e Irie e Uekama, 1997). 
 
 





O OME foi desenvolvido, como pró-fármaco, para actuar sobre o enzima 
ATPase-H+/K+, inibindo a sua actividade (Sachs et al., 2006). Neste trabalho será 
estudada a inibição da papaína, enzima normalmente escolhido como modelo 
experimental da cinética enzimática da ATPase-H+/K+ devido à sua fácil obtenção. 
Ambos os enzimas são proteases de cisteína e, portanto, o seu mecanismo catalítico é 
idêntico (Salas et al., 2008). A papaína (EC 3.4.22.2) é um enzima proteolítico, que se 
encontra no látex da Carica papaya, composta por uma única cadeia polipeptídica de 
212 aminoácidos. O seu centro activo é formado pelos resíduos Cys25 e His159, 
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hidrolisando preferencialmente péptidos nos resíduos de arginina e lisina (Otto e 
Schirmeister, 1997). O mecanismo catalítico da papaína envolve um ataque 
nucleofílico pelo grupo sulfidrilo do resíduo Cys25. Em primeiro lugar ocorre a 
desprotonação do grupo tiol pelo resíduo de His159. De seguida, dá-se um ataque 
nucleofílico do enxofre aniónico desprotonado no grupo carbonilo do substrato, 
formando um intermediário tetraédrico (oxianião). Posteriormente, ocorre a libertação 
da parte amina do substrato; o retorno à forma desprotonada do resíduo de His159 do 
enzima e a formação de uma ligação tioéster entre o enxofre do resíduo Cys25 e a parte 
carboxílica do substrato (acil-enzima). A ligação tioéster é subsequentemente 
hidrolisada, libertando como produto o ácido carboxílico e o enzima é regenerado 






O efeito do OME sobre os enzimas do tracto gastro-intestinal permanece ainda 
por esclarecer, por isso, será também estudada a sua acção sobre a quimotripsina. A 
quimotripsina (EC 3.4.21.1), uma protease de serina, é composta por 62 aminoácidos e 
sintetizada no pâncreas. Apresenta selectividade para ligações peptídicas adjacentes a 
resíduos de aminoácidos aromáticos, como a fenilalanina, tirosina e triptofano. Este 
facto deve-se a uma interacção hidrófoba favorável da cadeia aromática do substrato 
com o bolso hidrófobo situado no centro activo do enzima (fig.7). O centro activo 
contém três resíduos de aminoácidos essenciais para que ocorra a hidrólise da ligação 
peptídica: Ser195, His57 e Asp102 (Nelson e Cox, 2005). O mecanismo catalítico envolve, 
então, a formação de dois intermediários tetraédricos, através do qual o substrato se 
encontra covalentemente ligado à cadeia lateral do resíduo de Ser195, originando um 
acil-enzima intermediário, seguido de hidrólise para formar os produtos da reacção 























Por ultimo, como uma das áreas de investigação do grupo de laboratório onde 
se desenvolveu a parte experimental dos ensaios cinéticos (Grupo de Radicais Livres, 
Saúde e Nutrição do Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências 
da Universidade de Lisboa) está relacionada com a pesquisa de diferentes compostos 
que apresentem actividade inibitória sobre a acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7), um 
enzima de membrana presente nos neurónios colinérgicos, e sabendo que o OME 
apresenta capacidade para ultrapassar a barreira hematoencefálica (Cheng et al., 
2002) pretendeu-se também estudar a acção do fármaco sobre este enzima. 
A inibição de enzimas envolvidos na neurotransmissão, nomeadamente, a 
acetilcolinesterase, tem um papel importante no controlo de doenças neurológicas 
como a doença de Alzheimer (Ibach e Haen, 2004). 
A acetilcolinesterase desempenha um papel fundamental no controlo dos 
impulsos nervosos através das sinapses e das junções neuromusculares. A sua função é 
catalisar a hidrólise do neurotransmissor acetilcolina para originar colina e acetato 
(Ahmed et al., 2007). O centro activo da AChE (fig. 8) é constituído por: (a) uma tríade 
catalítica (Glu334, His447 e Ser203); (b) um bolso acilo (Phe295 e Phe297); (c) um local de 
ligação da acetilcolina (Trp86, Glu202 e Tyr337) e (d) um local de ligação periférica (Trp286, 
Tyr72, Tyr124 e Asp74) (Abou-Donia, 2003). 
 
 

















Fig. 8 – Centro activo da acetilcolinesterase de mamífero (Abou-Donia, 2003). 
 
O mecanismo catalítico consiste no ataque nucleofílico do grupo hidroxilo do 
resíduo de serina da tríade catalítica ao grupo carboxílico da acetilcolina, originando 
um intermediário tetraédrico, o qual resulta na libertação da colina e na acetilação do 
resíduo de serina. A serina sofre uma hidrólise, regenerando o centro activo do enzima 
e libertando acetato (Zhang et al., 2002). 
A utilização de inibidores da AChE é uma abordagem recente no tratamento de 
doenças degenerativas do sistema nervoso central, em particular, da doença de 
Alzheimer que consiste na reposição de acetilcolina através da diminuição da 
degradação do neurotransmissor, verificando-se, assim, uma grande melhoria na 
qualidade de vida dos pacientes (Ibach e Haen, 2004).  
 
 
1.6.  Objectivos 
 
 
 Este trabalho experimental teve como objectivo a preparação e caracterização 
físico-química dos complexos entre o omeprazol (OME) e a hidroxipropil-β-
ciclodextrina (HPβCD). 
Posteriormente, avaliou-se a estabilidade do OME puro e do OME sob a forma 
de complexo com a HPβCD em diferentes condições ambientais drásticas e estudou-se 
a sua actividade inibitória sobre alguns enzimas seleccionados, nomeadamente, a 
papaína, quimotripsina e acetilcolinesterase. 
Por último, o objectivo foi a comparação da permeabilidade e do metabolismo 
intestinal do fármaco puro com o do complexo OME:HPβCD. 
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1. Reagentes  
 
Todos os reagentes e solventes usados foram de grau analítico. O omeprazol 
(lote: 13500710042; massa molar = 345,4 g.mol-1) foi gentilmente oferecido pelo 
Grupo MEDINFAR e a hidroxipropril-β-ciclodextrina (HPβCD) (lote: 751994; massa 
molar = 1387,15 g.mol-1, grau de substituição de 0,62) foi gentilmente oferecida pela 
Roquette. Papaína proveniente de látex de Papaía, 22,7 U/mg sólido, 25,8 U/mg 
proteína; α-quimotripsina, tipo II, extraído do pâncreas bovino, 83,9 U/mg sólido, 96 
U/mg proteína; acetilcolinesterase (AChE) tipo VI-S, extraído da enguia eléctrica 349 
U/mg sólido, 411 U/mg proteína; benzoilo-L-arginina-p-nitroanilida (L-BAPA); iodeto de 
acetiltiocolina (AChI); ácido 5,5’-ditiobis [2-nitrobenzóico] (DTNB); dimetilsulfóxido 
(DMSO); metanol HPLC-Grade (MeOH); ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 
ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico (HEPES) foram adquiridos da Sigma. 
Pancreatina, extraída do pâncreas suíno da Sigma-Aldrich. Meios de cultura (RPMI 
1640, DMEM, HBSS); penicilina e estreptomicina (pen-strep); L-glutamina; tampão 
fosfato salino (PBS); soro de feto bovino (FBS); tripsina, 2-propanol e solução de 
amónia 25% foram obtidos da Merck. Acetato de sódio (CH3COONa); diclorometano 
(DCM); dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) e monohidrogenofosfato de potássio 
(K2HPO4) da Riedel-de Haën. Ácido acético glacial da Vaz Pereira. Ditiotreitol (DTT) da 
Fluka. Hidróxido de sódio (NaOH) em pastilhas da J. T. Baker. 
Células Caco-2 (ATCC#HTB-37), uma linha de células epiteliais de 
adenocarcinoma colo-rectal, gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Carlos 
Farinha, do Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa. 
Soluções tampão preparadas: Tampão A – tampão acetato de sódio 50 mM pH 
4,8 (2,5 mM EDTA e 7,5 mM DTT); Tampão B – tampão K-fosfatos 50 mM pH 7,8 (2,5 
mM EDTA e 7,5 mM DTT); Tampão C – tampão Hepes 50 mM pH 8; Tampão D – 
tampão Hepes 50 mM pH 8 com 50 mM NaCl e 20 mM MgCl2.6H2O. 
 





As pesagens foram efectuadas em balanças digitais Mettler Toledo AG204 e 
Mettler Toledo AX205. 
As medições de pH foram realizadas num aparelho WTW inoLab, pH-Electrode 
SenTix21. 
A liofilização foi efectuada num liofilizador Christ Alpha 1-4, B. Braun Biotech 
Internacional. 
Os termogramas de calorimetria diferencial de varrimento (DSC) foram obtidos 
num calorímetro Mettler TC11, TA Processor. 
Os espectros de infravermelho por transformadas de Fourier (FTIR) foram 
obtidos num espectrofotómetro Impact 400 Nicolet com software Ominic, versão 2.1 
Nicolet Instrument Corp. 
Os espectros de ressonância magnética nuclear de protão (NMR-H1) foram 
obtidos num espectrofotómetro Brucker Avance 400. 
O doseamento e os ensaios cinéticos foram efectuados por espectroscopia de 
ultravioleta/vísivel (UV/Vis) num espectrofotómetro Shimadzu, UV-160 A. 
Para os ensaios de estabilidade em estado sólido foram utilizadas uma lâmpada 
actínica Climar, tipo AIN, 230 V e uma estufa Vötsch, Industrietechnick, VC 2033. A 
análise foi efectuada por cromatografia líquida de alta precisão (HPLC) num aparelho 
FinniganTM Surveyor® Plus Modular LC System equipado com coluna Purospher® STAR 
RP-18 da Merck, com detector de UV regulado para os 305 nm e software Xcalibur. 
 
 
2.3. Preparação dos sistemas sólidos OME:HPβCD 
 
A preparação de complexos de inclusão de OME:HPβCD foi realizada por 
malaxagem e liofilização. A mistura física (MF) serviu de referência para a comparação 
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2.3.1. Mistura física 
 
A mistura física de OME-HPβCD, razão molar 1:1, foi preparada por mistura 






Adicionou-se uma solução de água/amónia (1 mL, pH 10,3) à HPβCD (1,6210 g), 
num almofariz de porcelana, até se obter uma pasta (cerca de 50% da massa total de 
CD e OME). O OME (0,4040 g) foi adicionado lentamente, na razão molar 1:1. A pasta 
foi malaxada até se obter um pó fino e colocada sob vácuo durante 4 dias – amostra 
ML1. Uma porção da amostra ML1 foi filtrada numa solução água/amónia pH 10,3, em 
filtros Milipore de 0,42 µm, congelada em azoto líquido e liofilizada durante 48 h.  
Realizou-se ainda uma segunda malaxagem de OME:HPβCD na razão molar 
0,4:1. O procedimento foi idêntico ao anterior, no entanto o pó obtido pela 





Numa solução de 80 mL de água/amónia (pH 10,3) adicionou-se e dissolveu-se 
a HPβCD (0,8103 g). Juntou-se OME (0,2017 g), em quantidades estequiométricas 
(1:1), à solução anterior, que ficou sob agitação durante 5 h. Como não se obteve uma 
mistura límpida, mas antes uma suspensão, realizou-se uma filtração com filtros 
Milipore de 0,42 µm. A solução obtida foi submetida a congelação por azoto líquido e, 
de seguida, liofilizada durante 48 h – amostra LF. 
 
Todas as misturas binárias preparadas foram acondicionadas em frascos de 
vidro com tampas de borracha, a 4º C e protegidos da luz. 
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2.4. Caracterização físico-química dos sistemas sólidos OME: HPβCD 
 
 
Para comprovar a formação de complexos de inclusão entre o OME e a HPβCD 
recorreu-se a diferentes técnicas, nomeadamente, a calorimetria diferencial de 
varrimento (DSC), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR), espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) e simulação molecular. 
 
2.4.1. Calorimetria diferencial de varrimento (DSC) 
 
A análise térmica das diferentes amostras foi realizada por DSC. As amostras, 
com massas compreendidas entre 3-5mg, foram colocadas em cadinhos de alumínio, 
posteriormente, fechadas e seladas, e aquecidas de 30-300 ºC à velocidade de 10 
ºC/min. Como referência foi utilizado um cadinho de alumínio selado vazio. 
 
2.4.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) 
 
Para a aquisição dos espectros de infra-vermelho usou-se, como suporte, 
brometo de potássio (KBr), com aplicação de 256 varrimentos, numa resolução de 16 
cm-1, na região espectral de 4000 a 800 cm-1. 
 
2.4.3. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) 
 
Os espectros de NMR-H1 foram realizados a 400 MHz, utilizando clorofórmio 
deuterado como solvente. Os desvios químicos são reportados em partes por milhão 
(ppm, δ), usando como referência um sinal apropriado para o solvente residual. 
 
2.4.4. Simulação molecular 
 
O programa MOE (http://www.chemcomp.com/) foi usado para construir as 
moléculas de OME e HPβCD. A molécula de HPβCD foi obtida a partir da estrutura da 
βCD, adicionando-se a esta os grupos de substituição desejados. Tendo em conta que 
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o grau de substituição da HPβCD usada experimentalmente foi de 0,62 e que a 
substituição por grupos hidroxipropil ocorre de forma aleatória, foram construídas três 
moléculas de HPβCD, em que quatro grupos hidroxipropil foram adicionados em 
diferentes posições nos grupos hidroxilos da βCD: HPβCD 1 - quatro grupos 
hidroxipropil adicionados aos oxigénios da posição 6 da βCD (oxigénios que 
apresentam maior reactividade), em resíduos de glucose alternados; HPβCD 2 – quatro 
grupos hidroxipropil adicionados aos oxigénios da posição 6 mas em quatro unidades 
de glucose seguidas; HPβCD 3 - dois grupos hidroxipropil adicionados nos oxigénios 
das posições 6, um grupo hidroxipropil adicionado num oxigénio da posição 3 e o 
quatro grupo hidroxipropil adicionado num oxigénio da posição 2, cada um em 
diferentes unidades de glucose. As geometrias das moléculas de HPβCD e OME foram 
optimizadas com um método quântico semi-empírico, AM1 (Dewar et al., 1985), 
utilizando o programa Gaussian03 (www.gaussian.com). Seguidamente realizou-se a 
inclusão das moléculas (anteriormente optimizadas) de OME na cavidade de cada CD 
anteriormente construída e foi realizado um cálculo de docking molecular de forma a 
estudar o espaço conformacional da CD e de obter a conformação mais favorável do 
complexo. Para cada um destes cálculos de docking foram usadas as diferentes 
estruturas iniciais, tendo a molécula de OME sido inserida em diferentes posições em 
cada molécula de CD construída. A energia dos complexos obtidos foi minimizada 
utilizando um protocolo disponível do mesmo software MOE 
(http://www.chemcomp.com/).  
De forma a confirmar os resultados dos estudos de docking molecular e a 
calcular, de uma forma mais fiável, as energias de complexação dos complexos 
formados, as geometrias obtidas foram então optimizadas (geométrica e 
energeticamente) com o nível teórico anteriormente usado para optimizar as 
moléculas individuais (ver acima). Os complexos que resultam destes cálculos serão 
apresentados através de figuras construídas com o software PyMOL 
(http://pymol.sourceforge.net/). Todos os cálculos foram realizados no cluster 
científico do iMed.UL. 
 
 
Complexos Omeprazol–Ciclodextrina: Estudos de Estabilidade e de Actividade Bioquímica 
 23 
 
2.5. Doseamento espectrofotométrico do OME 
 
Para determinar o teor de OME nas várias misturas binárias preparadas 
recorreu-se à espectroscospia de UV/Vis. Assim, pesaram-se rigorosamente 10 mg de 
OME e dissolveram-se em NaOH 0,1 M de forma a obter-se uma concentração de OME 
de 0,02 mg/mL. A partir desta solução prepararam-se mais quatro soluções padrão 
com concentrações de 0,016 a 0,002 mg/mL. A curva de calibração foi construída com 
leituras das absorvências a 305 nm (Farmacopeia Portuguesa, 2005), sendo este valor 
confirmado através de um varrimento da região espectral entre os 230 e os 360 nm.  
 
2.6. Avaliação da estabilidade do OME livre e das misturas binárias  
 
2.6.1. Em estado sólido (ensaio preliminar) 
 
Para comparar a estabilidade do OME livre com alguns dos sistemas binários 
OME:HPβCD preparados, em condições ambientais drásticas, foi realizado um estudo 
de estabilidade, em estado sólido, para o OME puro e para as amostras MF, ML1 e LF. 
Os pós foram colocados em frascos de vidro vedados com tampa de borracha e 
parafilme, em três condições ambientais diferentes, durante 60 dias, 24 horas por dia:  
a) sob uma lâmpada actínica, à temperatura e humidade ambiente;  
b) numa estufa a 40 ºC e a 75% de humidade relativa; 
c) a 4 ºC, no escuro.  
 
Para avaliar a degradação do OME livre (puro) e complexado (MF, ML1 e LF) 
foram analisadas alíquotas ao 28º e 60º dias, por HPLC, numa concentração de 20 
µg/mL (dissolvidas em MeOH). Como referência as amostras foram analisadas por TLC 
e HPLC antes do início deste ensaio (tempo 0 dias). O ensaio foi realizado uma só vez 
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2.6.2. Em solução 
 
Para analisar quantitativamente a degradação do OME nas várias soluções 
tampão, em que se realizaram os diferentes ensaios enzimáticos, recorreu-se à técnica 
de HPLC.  
O ensaio de estabilidade, em solução, foi seguido durante 30 minutos nas 
condições experimentais em que os quatro ensaios enzimáticos foram realizados, sem 
a presença de enzima e substrato, adicionando-se apenas o correspondente solvente 
usado para os dissolver. 
Para os ensaios de controlo sem papaína as condições experimentais foram as 
seguintes: 675 µL de tampão A; 100 µL de OME 0,579 mM dissolvido em 
DMSO/tampão A (1:2, v/v); 150 µL de tampão A e 75 µL DMSO. 
 Para os ensaios de controlo sem quimotripsina as condições experimentais 
foram as seguintes: 675 µL de tampão B; 100 µL de OME 28,952 mM em DMSO, 150 µL 
de tampão B e 75 µL de DMSO. 
Para os ensaios de controlo sem acetilcolinesterase as condições experimentais 
foram as seguintes: 375 µL de tampão C; 50 µL de OME 0,434 mM em MeOH; 25 µL de 
tampão B; 75 µL de água destilada e 475 µL de tampão D. 
As soluções foram diluídas com água destilada para uma concentração final de 
0,06 mM para a análise por HPLC. 
 
 
2.6.3. Cromatografia de camada fina (TLC) 
 
Para a detecção de produtos de degradação do OME nos ensaios de 
estabilidade, em estado sólido, recorreu-se à técnica de TLC. Na TLC foram utilizadas, 
como fase estacionária, placas de sílica gel 60 F254 da Merck e como fase móvel 
DCM/2-propanol (40:5, v/v), sendo que 100 mL de DCM foram previamente lavados 
com 30 mL de amónia. As amostras foram dissolvidas em DCM/MeOH (1:1, v/v). A 
detecção foi efectuada por um revelador UV CAMAG Reprostar II a 254 nm 
(Farmacopeia Portuguesa, 2005). 
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2.6.4. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
 
Para avaliar a degradação do OME nos ensaios de estabilidade, em estado 
sólido e em solução, recorreu-se à técnica de HPLC. As seguintes condições analíticas 
foram utilizadas: volume de injecção de 25 μL, fluxo de 1,0 mL/min e fase móvel: 
metanol/água-amónia (60/40, v/v) pH 8,4. O tempo de corrida foi de 20 min. 
 
 
2.7. Avaliação da actividade inibitória do OME livre e das misturas 
binárias em diferentes enzimas  
 
Foram realizados ensaios cinéticos para os enzimas papaína, quimotripsina e 
acetilcolinesterase, que foram seguidos por espectroscopia de UV-Vis, na presença e 
ausência de OME e misturas binárias (MF, ML1 e LF). O ensaio controlo, para cada 
reacção enzimática, correspondeu, então, à ausência de OME ou mistura binária no 












amostraenzimvelInibição     (2.1) 
Onde vel.enzim.amostra é a velocidade enzimática, em absorvência por minuto, da 
reacção contendo OME ou mistura binária e vel.enzim.controlo  é a velocidade 
enzimática, em absorvência por minuto, da reacção controlo (ausência de OME). 
 
2.7.1. Papaína  
 
A actividade enzimática da papaína foi quantificada por adaptação do método 
descrito por Zhao et al. (2001). O benzolilo-L-arginina-p-nitroanilida (L-BAPA, 30 mM 
em DMSO) foi o substrato da papaína e seguiu-se a formação do produto 4-nitroanilina 
a 410 nm.  
Preparou-se uma solução de papaína (0,2 mg/mL) em tampão A, que esteve a 
ser activado pelo DTT durante 2 h à temperatura ambiente. 
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As misturas reaccionais continham 675 µL de tampão A; 100 µL de OME 
dissolvido em DMSO/tampão A (1:2, v/v) e 150 µL de papaína. Incubou-se durante 10 
min e adicionaram-se 75 µL de L-BAPA. Agitou-se e leu-se a absorvência a 410 nm, em 
intervalos de 1 min, durante 10 min. Este ensaio foi também efectuado para as 
misturas binárias e para a HPβCD, substituindo-se a quantidade de OME por 100µL de 
cada amostra (dissolvidas no mesmo solvente que o OME). No ensaio do branco, o 
procedimento foi o mesmo, com excepção no volume de enzima que foi substituído 
por 150 µL de tampão A. Os ensaios foram realizados em duplicado. 
Traçou-se o gráfico da absorvência (Abs) em função do tempo (min) e através 
da equação da recta, obteve-se a velocidade da reacção: 
 
bmxy +=          (2.2) 
   
Onde o y corresponde à absorvência, o m à velocidade da reacção e o x ao tempo. 
Variaram-se as concentrações de OME, de forma a determinar a concentração 
que inibe 50% da actividade do enzima (IC50). Utilizou-se a concentração de OME que 




A actividade enzimática da quimotripsina foi quantificada por adaptação do 
método descrito por Serralheiro et al. (1999). O substrato usado foi novamente o L-
BAPA (30 mM em DMSO) e seguiu-se a formação do produto 4-nitroanilina a 410 nm.  
Preparou-se uma solução de quimotripsina (10 mg/mL) em tampão B. 
As misturas reaccionais continham 675 µL de tampão B; 100 µL de OME em 
DMSO e 150 µL de quimotripsina. Incubou-se durante 10 min e adicionaram-se 75 µL 
de L-BAPA. Agitou-se e leu-se a absorvência a 410 nm, em intervalos de 1 min, durante 
10 min. No ensaio do branco, o procedimento foi o mesmo, com excepção no volume 
de enzima que foi substituído por 150 µL de tampão B. Os ensaios foram realizados em 
duplicado. 
Traçou-se o gráfico da absorvência (Abs) em função do tempo (min) e, tal como 
anteriormente, determinou-se a velocidade da reacção através da equação da recta. 
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Variaram-se as concentrações de OME na tentativa de determinar a 




A actividade enzimática da acetilcolinesterase foi quantificada por adaptação 
do método descrito por Falé et al. (2009). O substrato usado foi iodeto de 
acetiltiocolina (AChI, 1 mM em água destilada). O produto formado reage com o DTNB 
(3 mM, em tampão D), originando um composto corado, seguindo-se a reacção a 405 
nm.  
Preparou-se uma solução de acetilcolinesterase contendo 0,26 U/mL em 
tampão C. 
As misturas reaccionais continham 375 µL de tampão C; 50 µL de OME em 
MeOH; 25 µL de AChE. Incubou-se 15 min e adicionaram-se 75 µL de AChI e 475 µL de 
DTNB. Agitou-se e leu-se a absorvência a 405 nm, em intervalos de 1 min, durante 5 
min. Este ensaio foi também efectuado para as misturas binárias e para a HPβCD, 
substituindo-se a quantidade de OME por 50 µL de cada amostra (dissolvidas no 
mesmo solvente que o OME). No ensaio do branco, o procedimento foi o mesmo, com 
excepção no volume de enzima que foi substituído por 25 µL de tampão C. Os ensaios 
foram realizados em triplicado. 
Traçou-se o gráfico da absorvência (Abs) em função do tempo (min) e, tal como 
anteriormente, determinou-se a velocidade da reacção através da equação da recta. 
Variaram-se as concentrações de OME, das misturas binárias e da HPβCD, de 
forma a determinar a concentração que inibe 50% da actividade do enzima (IC50).  
 
 
2.8. Avaliação da permeabilidade e do metabolismo do OME livre e 
complexado em células Caco-2 
 
Para comparar a permeabilidade e metabolismo, em células Caco-2, do OME 
livre com o do complexo OME:HPβCD  foi adaptado o método utilizado por Kern et al. 
(2003). Células Caco-2 foram cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com 
10% soro bovino (FBS), 100 U/mL penicilina, 100 U/mL estreptomicina e 2mM L-
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glutamina, a 37 ºC em atmosfera com 5% CO2. O meio foi substituído a cada 48h e as 
células foram colhidas com tripsina. Semearam-se cerca de 20000 células em caixas de 
Petri de 4 cm de diâmetro e deixaram-se crescer durante 10 dias até atingir 80-90% 
confluência. Removeu-se o meio e adicionou-se 2,5 mL de HBSS suplementado com 
0,05 mg/mL OME, tanto para o ensaio do fármaco puro como para o ensaio com a 
amostra ML1 (1% DMSO no final). Nos tempos 0, 1h, 2h, 4h e 6h recolheram-se 
alíquotas de 300 μL de HBSS a que se adicionaram 300 μL de metanol para a análise de 
HPLC. Ao fim das 6h removeu-se o HBSS, lavaram-se as células com 1 mL de HBSS 
novo, aspirou-se e juntou-se 1 mL de solução 1:10 água-amónia (pH 8,4) / metanol, 
para inactivar as células. Após uma incubação de 30 min, recolheu-se a suspensão de 
células e efectuaram-se 5 ciclos, de 2 segundos cada, em ultra-sons de forma a garantir 
que as células rebentavam e libertavam o seu conteúdo para o exterior, para ser 
posteriormente analisado por HPLC. Todas as amostras recolhidas para análise por 
HPLC foram centrifugadas a 5000 g, durante 10 min, para precipitar restos celulares. 
Este ensaio foi realizado em triplicado e apenas para o OME não complexado e para a 
amostra ML1, uma vez que a quantidade das restantes misturas binárias preparadas 
era insuficiente. 
Para analisar quantitativamente a degradação do OME em HBSS (meio de 
cultura das células) realizaram-se ensaios de estabilidade para o OME puro e para a 
amostra ML1. O procedimento experimental foi idêntico ao descrito anteriormente 
mas na ausência de células Caco-2. O ensaio foi realizado em triplicado. 
 
 
2.9. Análise estatística 
 
A significância dos valores de IC50 obtidos nos ensaios da actividade inibitória 
do OME e das misturas binárias sobre a AChE, assim como, dos valores obtidos no 
ensaio de permeabilidade em células Caco-2 foi testada por ANOVA (Analysis of 
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3. Resultados e discussão 
 
3.1. Preparação e caracterização físico-química dos sistemas sólidos 
OME: HPβCD  
 
O objectivo inicial deste trabalho foi a preparação e caracterização físico-
química dos complexos de inclusão entre o OME e a HPβCD, uma CD modificada. Os 
complexos de inclusão, em estado sólido, podem ser preparados por diferentes 
métodos, dependendo das propriedades do composto a complexar (como o seu 
tamanho, geometria e solubilidade). Outros factores influenciam também a escolha do 
método, nomeadamente, a sua rapidez e simplicidade, o equipamento disponível, o 
rendimento do produto final e a transposição para a escala industrial (Mura et al., 
1999a). De acordo com estes critérios foram escolhidos dois métodos para a 
preparação dos complexos OME:HPβCD em estado sólido: a malaxagem e a liofilização. 
Os métodos de preparação de complexos de inclusão dão origem a pós com 
características diferentes, sendo que por malaxagem se obtêm pós com alguma 
cristalinidade, enquanto que por liofilização se obtém pós amorfos (Redenti et al., 
1996 e Veiga et al., 2006). Loftsson et al. (2005b) determinaram que a estequiometria, 
em solução, para os complexos de inclusão OME:HPβCD foi de 1:1 e, por isso, assumiu-
se esta condição na preparação dos complexos sólidos.  
Relativamente à malaxagem, esta técnica não garante a obtenção de apenas 
complexos de inclusão, por isso, uma parte da amostra malaxada foi filtrada, de forma 
a remover o fármaco não complexado, e liofilizada de seguida, para retornar ao estado 
sólido. A outra porção da amostra malaxada não sofreu qualquer processo adicional. 
Quanto à liofilização, o segundo método de preparação dos complexos de 
inclusão, não ocorreu a completa dissolução do OME na solução de HPβCD, sendo que 
ao fim das 5 horas de agitação a solução permanecia em suspensão. Este facto deve-se 
à muito baixa solubilidade do OME em água (82,3 mg/L) (SRC PhysProp Database). 
Desta forma, realizou-se uma filtração à solução em suspensão, removendo-se o 
fármaco não dissolvido, e de seguida procedeu-se à liofilização. A solução filtrada 
apresentou, então, um aspecto límpido. 
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Após se efectuar o doseamento da amostra liofilizada e determinar o seu teor 
em fármaco, uma nova amostra foi preparada por malaxagem com a quantidade de 
OME idêntica à existente no pó liofilizado (razão molar 0,4:1 OME:HPβCD), de forma a 
inferir se o rendimento de complexação seria análogo nas duas amostras, usando 
métodos de preparação diferentes. Esta amostra malaxada não sofreu filtração. 
  









O solvente usado na preparação dos complexos de inclusão, em ambos os 
métodos, foi água/amónia pH 10,3, uma vez que a água é a força motriz na interacção 
hidrófoba entre a molécula hóspede e a cavidade da CD, sendo, então, o solvente mais 
comum para as reacções de complexação (Hedges, 1998). A amónia serviu para 
alcalinizar a água, de modo a minimizar a instabilidade do OME (Mathew et al., 1995). 
Os solventes orgânicos, nomeadamente, o etanol, éter dietílico, clorofórmio, benzeno, 
entre outros, são também utilizados na preparação de complexos. No entanto, 
competem com a molécula hóspede pela cavidade da CD, resultando num baixo 
rendimento de inclusão (Marques, 1994b), sendo essa a razão pela exclusão destes 
solventes no trabalho realizado. 
 
 
Liofilização (LF) Solução OME: HPβCD 
em suspensão 
Filtração e liofilização 
(LF) 
Malaxagem (ML) 
Amostra malaxada 1 
(ML1) 
Amostra malaxada 2 
(ML2) 
Filtração e liofilização 
de uma parte da 
amostra ML1 
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As propriedades físico-químicas das moléculas de fármaco livres são 
modificadas aquando da sua complexação com as CDs. Por isso, diversas metodologias 
são usadas para confirmar e caracterizar os complexos obtidos pelos diferentes 
métodos de preparação (Loftsson et al., 2005a). Neste trabalho recorreu-se à 
calorimetria diferencial de varrimento (DSC), espectroscopia de infravermelho com 
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de ressonância magnética nuclear 
(NMR) e simulação molecular. 
 
 
3.1.1. Calorimetria diferencial de varrimento (DSC) 
 
A DSC é uma das metodologias mais utilizadas na avaliação da interacção entre 
a molécula hóspede e a CD. Este método consiste na comparação dos perfis térmicos 
do fármaco isolado e da mistura física com os respectivos complexos. Assim, no 
primeiro caso é observado um pico endotérmico correspondente à temperatura do 
seu ponto de fusão, enquanto que no complexo de inclusão esse pico está ausente ou 
sofre um deslocamento para temperaturas diferentes, evidenciando a inclusão do 
fármaco no interior da CD (Marques, 1994b; Miller et al., 2007).  
Na figura 9 encontram-se os termogramas obtidos do fármaco isolado, da 





























Fig. 9 – Termogramas de DSC: a) OME; b) HPβCD; c) mistura física (MF); d) 
amostra malaxada 1 (ML1); e) Filtrado da amostra ML1; f) amostra 
liofilizada (LF); g) amostra malaxada 2 (ML2). 
 
 O termograma do OME (fig. 9a) apresenta um pico intenso e bem definido a 
156ºC, correspondente ao ponto de fusão do fármaco, seguindo-se um efeito 
exotérmico a 173ºC, relativo à sua decomposição térmica. 
O termograma correspondente à HPβCD (fig.9b) apresenta um efeito 
endotérmico largo, entre os 60 e os 120ºC, atribuído à perda das moléculas de água da 
cavidade da CD. Mura et al. (1999b), referem observações semelhantes relativamente 
à α, β- e γ-CDs. 
 Relativamente à mistura física (MF), tanto o pico característico do fármaco 
(pico de fusão) como o efeito endotérmico da HPβCD (desidratação) estão presentes 
(fig. 9c), sem qualquer desvio de temperatura de fusão do OME, demonstrando que a 
preparação desta amostra não originou interacção entre os dois componentes. 
 Quanto ao termograma da amostra ML1 (fig. 9d) observa-se um pico 
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relativamente, mais largo do que o fármaco puro, sofrendo também um desvio para 
uma temperatura inferior, o que comprova que ocorreu alguma interacção entre o 
OME e a HPβCD. No entanto, a encapsulação foi apenas parcial, provavelmente devido 
à sua baixa solubilidade em água, que terá dificultado a sua incorporação total na 
cavidade da CD. Resultados semelhantes foram publicados por Nalluri B. et al. (2005), 
relativamente à inclusão parcial de Nimesulide com a HPβCD.  
 A filtração da amostra ML1 e da solução a liofilizar (LF) foi realizada com o 
objectivo de remover as moléculas de fármaco que permaneciam no exterior da CD, 
obtendo-se apenas os complexos de inclusão. Assim, os termogramas das amostras 
filtradas (ML1 e LF, fig. 9e e 9f respectivamente) mostram a ausência do pico a 156ºC, 
comprovando a incorporação do fármaco na cavidade da HPβCD.  
Relativamente à amostra ML2 (fig. 9g), o pico endotérmico é ainda visível, 
embora menos evidente comparativamente ao da amostra ML1 (fig. 9d), o que indica 
que também não terá ocorrido a incorporação total do fármaco no interior da CD. 
Apesar de a amostra ter sido preparada na mesma proporção molar de OME:HPβCD 
(0,4:1) que o pó liofilizado (LF), o rendimento de complexação não terá sido igual 
(termogramas apresentam perfil diferente, fig.9f e 9g). Este resultado indica que 
factores variáveis entre os dois métodos usados (malaxagem e liofilização), como a 
quantidade de água, o tempo de mistura e as condições de secagem dos pós 
influenciaram a taxa de complexação (Hedges, 1998). 
 
 
3.1.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) 
 
O FTIR é também bastante usado na caracterização físico-química dos sistemas 
sólidos fármaco-CD, uma vez que é uma técnica rápida e precisa. No entanto, esta 
metodologia apresenta algumas limitações. As bandas de absorção maioritárias 
correspondem às da CD, as quais não sofrem, praticamente, influência pela 
complexação. As bandas do fármaco apresentam desvios ou alterações de intensidade 
pouco evidentes, pois, geralmente, não excedem 5-15% da massa do complexo, 
requerendo uma cuidadosa interpretação dos espectros. Contudo, esta técnica é 
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bastante útil para fármacos que possuam bandas de absorção características, que se 
situem afastadas das bandas referentes à CD e que sofram facilmente desvios devido à 
complexação (Marques, 1994b). 
Os espectros de FTIR das diferentes amostras (OME, HPβCD e misturas binárias) 






















Fig. 10 – (A) Espectros de FTIR: a) OME; b) HPβCD; c) MF; d) ML1; e) Filtrado da ML1; f) LF; g) 
ML2 com os números de onda característicos do fármaco, 1625,99 e 1203,31 cm-1 evidenciados 
a cinzento e azul, respectivamente. (B) Estrutura química do OME com as ligações 
correspondentes às bandas características do I.V. assinaladas. 
 
O espectro de FTIR do OME (fig.10a) apresenta duas bandas características: a 
1625,99 cm-1, correspondente a vibrações por estiramento das ligações C=C–N e S–
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(Arias M. et al., 2000). Estas duas bandas serão usadas para analisar a interacção entre 
o OME e a HPβCD.  
Em nenhuma das misturas binárias se observou a formação de novas bandas, 
evidenciando que nenhuma ligação covalente se estabeleceu nos complexos formados 
(Hirlekar e Kadam, 2009). 
No espectro da amostra MF (fig. 10c) estão presentes as bandas características 
dos dois componentes (OME e HPβCD), indicando que não ocorreu interacção entre os 
grupos responsáveis pela absorção relevante no infravermelho e a cavidade da CD. Os 
resultados foram idênticos para as amostras ML1 e ML2 (figs. 10d e 10g), embora a 
banda a 1203,31 cm-1 apresente menor intensidade que a da MF, reforçando, deste 
modo, a ideia da existência de interacção parcial entre as moléculas de OME e a CD, tal 
como já referido para os resultados obtidos pela técnica de DSC.  
Nos espectros das amostras filtradas (filtrado da amostra ML1 e LF, fig. 10e e 
10f, respectivamente) a banda a 1625,99 cm-1 desapareceu por completo, 
evidenciando-se uma banda a 1647,81 cm-1, a qual é característica da HPβCD e 
corresponde ao elongamento das ligações H–O–H  (Aleem et al., 2008). A banda a 
1203,31 cm-1 diminuiu bastante de intensidade, praticamente desaparecendo. Estes 
resultados sugerem que, provavelmente, ocorreu restrições nas vibrações das ligações 
C=C–N, S–C=N e Ar–C–OCH3 devido à sua inclusão no interior da cavidade da CD, 
apoiando, assim, os dados obtidos por DSC. De forma a comprovar esta possibilidade 
foram realizadas as técnicas de NMR e simulação molecular. 
 
 
3.1.3. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) 
 
A técnica de NMR-H1 é usada para estudar a formação de complexos de 
inclusão em solução, revelando o modo como a molécula hóspede está posicionada no 
interior da CD. Com esta técnica é possível detectar desvios químicos dos protões 
directamente envolvidos no processo de complexação, quer sejam os presentes no 
interior da CD (H-3 e H-5) como os da molécula de fármaco, permitindo diferenciar 
qual a parte da estrutura química do fármaco envolvida na interacção com a cavidade 
da CD. Foi observado que os protões localizados na superfície externa da CD não são 
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afectados ou sofrem desvios mínimos (Marques, 1994b, Miller et al., 2007 e Salústio et 
al., 2009).  
Assim, para elucidar de que modo o OME é incluído na cavidade da HPβCD 
realizaram-se duas NMR-H1: OME livre (puro) e OME complexado com a HPβCD 
(amostra LF). Os espectros obtidos encontram-se em anexo (Anexo 1), sendo que na 
figura 11 são apresentadas expansões dos espectros de NMR-H1 da região aromática 























Fig. 11 – (A) Estrutura química do OME com os hidrogénios assinalados. Expansão dos 
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A comparação dos espectros da figura anterior mostra que a mistura dos dois 
componentes (OME e HPβCD) origina perturbações significativas no sinal dos protões 
do grupo metoxilo do anel benzimidazólico (Hc), evidenciando uma interacção entre o 
grupo benzimidazol do OME e a HPβCD como resultado da formação do complexo de 
inclusão. Pelo contrário, o sinal dos protões do grupo metoxilo do anel piridínico (Hh) 
não sofre praticamente alterações. Relativamente à região aromática do OME, a 
alteração dos sinais dos protões quer do anel benzimidazólico (Hb e Hd) quer do anel 
piridínico (Hj) não é muito evidente. No entanto, o sinal do protão Hd aparenta uma 
ligeira perturbação enquanto que o sinal do protão Hj não parece sofrer qualquer 
alteração. Estes resultados sugerem, então, que apenas o grupo benzimidazol é 
inserido no interior da cavidade da CD sem que a parte 2-piridil-metil seja incluída. 
Figueiras et al. (2007) obtiveram resultados análogos para os complexos de inclusão 
entre o OME e MβCD (metil-β-ciclodextrina). 
 
 
3.1.4. Simulação molecular 
 
A simulação molecular é uma técnica em expansão nas últimas décadas, 
apresentando várias aplicações na química farmacêutica, nomeadamente na 
concepção e síntese de novos fármacos, permitindo complementar a observação 
experimental a nível molecular. Nos últimos anos, esta técnica tem sido aplicada nos 
fenómenos de inclusão fármaco-CD, obtendo-se uma boa correlação com os 
resultados experimentais, possibilitando a representação da conformação 
tridimensional mais estável do complexo de inclusão (Lipkowitz, 1998, Cunha-Filho, 
2007 e Ascenso e Marques 2009). 
Neste estudo de simulação molecular pretendeu-se obter a conformação 
tridimensional mais estável do complexo de inclusão entre o OME e a HPβCD e inferir 
se estaria de acordo com os resultados obtidos por NMR. Como a HPβCD resulta da 
substituição aleatória dos grupos hidroxilos da βCD por grupos hidroxipropil, o que 
origina uma variedade de possíveis estruturas da molécula, foram construídas três 
moléculas de HPβCD distintas - HPβCD 1, HPβCD 2 e HPβCD 3 (fig. 12), nas quais a 
molécula de OME foi posteriormente incluída.  
 












Fig. 12 – Três possíveis modelos da estrutura da molécula de HPβCD, com os grupos 
hidroxipropil evidenciados a preto. 
 
Para a determinar qual das CDs (sem o OME) construídas (HPβCD 1, HPβCD 2 e 
HPβCD 3) seria a mais estável, estas estruturas foram optimizadas geométrica e 
energeticamente (programa Gaussian 03). Assim, obtiveram-se as seguintes energias 
para a HPβCD 1, HPβCD 2 e HPβCD 3, respectivamente: -7779,06, -7770,21 e -7759,45 
kJ/mol, sendo portanto a estrutura da HPβCD 1 a mais estável, seguida da HPβCD 2, a 
qual apresenta uma energia bastante semelhante à molécula anterior e, por fim, a 
HPβCD 3. 
Posteriormente, para cada molécula de HPβCD construída foi inserida a 
molécula de OME em duas posições diferentes: com o grupo benzimidazol incluído no 
interior da cavidade, ficando o grupo 2-piridil-metil voltado para o exterior – posição a 
– e, inversamente ao anterior, com o grupo 2-piridil-metil incluído no interior da 
cavidade, permanecendo o grupo benzimidazol no exterior da CD – posição b. 
Obtiveram-se, assim, seis modelos possíveis da complexação entre OME e a HPβCD, os 
quais foram também optimizados geométrica e energeticamente de forma a inferir 
qual o mais provável, ou seja, o que apresentaria menor energia de complexação. A 





HPβCD 2 HPβCD 3 
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Tabela 2 – Energias de complexação (kJ/mol) para os vários modelos dos 








Pela tabela anterior é possível concluir que o modelo mais estável corresponde 
à inclusão do grupo benzimidazol do OME no interior da cavidade da HPβCD 2, ficando 
o grupo 2-piridil-metil voltado para o exterior (posição a), uma vez que é o modelo que 
apresenta a menor energia de complexação (-68,22 kJ/mol). Na figura 13 encontra-se 













Fig. 13 – Docking molecular do OME (posição a) com a molécula de HPβCD 2. 
 
Apesar de experimentalmente não se saber em que locais os grupos 
hidroxipropil da HPβCD se encontram posicionados, este modelo teórico de simulação 
molecular está de acordo com os resultados obtidos por NMR, em que o complexo é 
formado pela inclusão da parte benzimidazol do OME no interior da cavidade da 
HPβCD. 
  Energia de complexação (kJ/mol) 
  HPβCD 1 HPβCD 2 HPβCD 3 
Posição a -16,75 -68,22 -4,17 
OME 
Posição b -22,71 -14,84 -6,57 
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3.2. Doseamento espectrofotométrico do OME 
 
Para determinar o teor de OME nas várias misturas binárias preparadas 
recorreu-se à espectroscospia de UV/Vis, uma vez que é uma técnica rápida, simples e 
reprodutível. O doseamento do OME foi necessário para garantir que as diferentes 
amostras se encontravam nas mesmas concentrações nos ensaios que seriam 
posteriormente realizados: de estabilidade (secção 3.3.), enzimáticos (secção 3.4.) e de 
permeabilidade em células Caco-2 (secção 3.5.).  
O OME apresenta um pico de absorvência máxima aos 305 nm (fig. 14). As 
soluções foram preparadas com NaOH, uma vez que o OME e a HPβCD são bastante 








Fig. 14 – Espectro de absorção do OME no UV. 
 
 
 A gama de concentrações de OME (0,002 a 0,2 mg/mL) usada para a curva de 
calibração (λ=305nm) apresentou linearidade, dado que a partir da regressão linear se 





















Fig. 15 – Curva de calibração do OME (0,002 a 0,2 mg/mL). 
 
Para verificar que a HPβCD não absorvia no mesmo comprimento de onda do 
OME e, portanto, não interferia na determinação do teor de fármaco dos sistemas 
binários, efectuou-se um varrimento entre os 230 e os 360 nm e observou-se que a CD 
não apresentava absorvência aos 305 nm. Traçaram-se, igualmente, os espectros de 
UV das diferentes misturas binárias e observaram-se as bandas de absorção 
características do fármaco, mantendo-se o pico máximo de absorção aos 305 nm 
(Anexo 2).   
Os resultados da determinação do teor de fármaco nas diferentes amostras, 
calculados a partir da equação da curva de calibração (y = 42,944x + 0,0166), são 
apresentados na tabela 3. 
 










% Teor de OME 
(± Desv.Pad.) 
MF 99,83 ± 2,49  
ML1 93,41 ± 0,34 
Filtrado da amostra ML1 29,01 ± 0,77  
LF 36,05 ± 0,77 
ML 2 90,71 ± 0,77 
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A MF apresenta uma boa correlação entre o conteúdo teórico e o conteúdo 
real de fármaco (99,83% ± 2,49).  
Nas amostras ML1 e ML2, algum OME terá sido perdido aquando do processo 
de malaxagem, apresentado, por isso, um teor real de fármaco (93,41% ± 0,34 e 
90,71% ± 0,77, respectivamente) inferior ao da MF.  
As amostras que sofreram filtração (como por ex. a LF) apresentam uma 
percentagem relativamente baixa de teor em OME, indicando que mais de 60% do 
fármaco permanecia por complexar com a HPβCD. A baixa solubilidade do OME não 
permitiu a sua completa dissolução em água, originando um teor real de fármaco 
inferior ao teórico. Zingone e Rubessa (2005) publicaram resultados análogos para o 
complexo liofilizado warfarina-β-cyclodextrina com apenas 20,4% ± 2,20 de teor real 
em fármaco. 
 
3.3. Avaliação da estabilidade do OME livre e das misturas binárias  
 
Para os ensaios de estabilidade decidiu-se apenas usar as amostras de OME 
puro e três dos sistemas binários preparados – MF, ML1 e LF. A MF serve como 
referência para a comparação com os complexos de inclusão. Os complexos ML1 e LF 
foram escolhidos, pois apresentam características morfológicas diferentes entre si, 
como já referido anteriormente, uma vez que foram preparadas por métodos 
diferentes, pretendendo-se perceber se essa condição influenciará os resultados dos 
ensaios posteriores. A utilização de todas as amostras binárias preparadas iria ser um 
processo demasiado moroso, não adequado ao período de tempo disponível para 
desenvolvimento desta tese de mestrado.  
 
3.3.1. Em estado sólido (ensaio preliminar) 
 
A avaliação da estabilidade de um fármaco ou de uma formulação farmacêutica 
que o veicule é essencial durante o processo de desenvolvimento e fabrico industrial 
de um medicamento. A informação obtida sobre a variação da qualidade do material 
com o decorrer do tempo, tendo em conta a influência do calor, luz e humidade 
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permitem concluir quanto à sua viabilidade em questões de eficácia e segurança (Guo, 
2009). Como o fármaco utilizado neste estudo foi o OME e a sua estabilidade é 
alterada por esses factores ambientais (Ruiz et al., 1998 e Storpirtis e Rodrigues, 1998), 
pretendeu-se estudar se os complexos de inclusão obtidos a partir deste fármaco com 
a HPβCD (MF, ML1 e LF) apresentariam melhorias neste parâmetro. Assim, realizou-se, 
para cada mistura binária sem (MF) e com complexos de inclusão (ML1 e LF) e para o 
OME puro (não complexado), ensaios em três condições ambientais diferentes, 
durante 60 dias consecutivos: 
- luz actínica; 
- 40ºC a 75% de humidade relativa; 
- 4ºC no escuro.  
 
As amostras foram colhidas aos tempos 0 (4 dias após a preparação dos 
complexos), 28º e 60º dias. Devido à quantidade insuficiente das várias amostras não 
se efectuaram replicados para este ensaio, sendo, então, considerado apenas um 
estudo de estabilidade preliminar. 
Ao tempo 0 dias, as várias amostras foram analisadas por TLC e HPLC. Por 
análise de ambos os cromatogramas concluiu-se que as diferentes amostras não 
possuíam produtos de degradação. 
O cromatograma da TLC (fig. 16) permite observar que para cada aplicação se 
obteve apenas uma mancha correspondente ao OME (Rf = 0,6). A inexistência de 
produtos de degradação foi confirmada pela observação do cromatograma sob 
radiação UV a 254 nm, tendo em conta o facto de se ter utilizado como fase 





















Fig. 16 – Cromatograma, obtido por TLC, do OME não 
complexado e dos sistemas binários MF, ML1 e LF ao tempo 0 
dias.  
 
A análise do cromatograma obtido por HPLC (fig. 17) veio confirmar e reforçar 
os resultados obtidos pela TLC, com o aparecimento de um pico bem definido, em 
cada amostra, relativo ao OME, com tempo de retenção entre os 7,7 e os 7,8 min. O 
pequeno pico com o tempo de retenção de aproximadamente aos 2,4 min, 














Fig. 17 – Cromatograma, obtido por HPLC, do OME não complexado 
e dos sistemas binários MF, ML1 e LF ao tempo 0 dias.  
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Para quantificar a degradação do OME livre (puro) e complexado, quando 
exposto às diferentes condições ambientais, determinou-se a área do pico (Ap) do 
fármaco em cada cromatograma correspondente às diferentes amostras injectadas, ao 
tempo 0, 28 e 60 dias (Anexo 3). A percentagem de degradação do OME foi calculada 















       (3.1) 
Na tabela 4 são apresentados os resultados obtidos para a degradação do OME 
nas diversas amostras quando expostas às diferentes condições ambientais. 
 
Tabela 4 – Degradação (%) do OME livre e do OME presente nas diferentes misturas binárias 
(MF, ML1 e LF), em diferentes condições ambientais, ao longo de 60 dias. 
 
 
 Pela tabela 4 é possível constatar que, na presença de luz actínica, todas as 
misturas binárias apresentaram maior degradação de OME comparativamente com o 
fármaco não complexado (puro). Por erros inerentes ao operador, método e 
equipamento obteve-se, para a amostra ML1, uma maior percentagem de degradação 
ao 28º dia em comparação com o 60º dia. Observou-se também alteração na cor das 
diferentes amostras, ao longo dos 60 dias, com maior evidência nos sistemas binários. 
A cor do OME puro mudou de branca para amarela-alaranjada (fig.18Aa e 18Ab) e as 
três misturas binárias, principalmente a amostra LF (fig. 18Ba e 18Bb), alteraram a sua 
coloração branca para laranja escura, sugerindo uma relação entre a degradação do 
fármaco e o aumento na intensidade da coloração laranja. Assim, a HPβCD parece 
 % OME degradado 
 Luz actínica 40ºC, 75% humidade 4ºC no escuro 
OME:HPβCD OME:HPβCD OME:HPβCD 
Tempo (dias) OME 
MF ML1 LF 
OME 
MF ML1 LF 
OME 
MF ML1 LF 
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
28 8,66 37,97 75,47 76,06 10,26 10,69 13,93 100,00 0,00 3,06 0,14 0,00 
60 26,20 59,66 70,13 99,27 15,26 11,94 17,43 100,00 0,00 0,00 0,00 1,28 
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acelerar a fotodegradação do OME. Resultados semelhantes foram obtidos 
relativamente ao aumento da fotodegradação da nifedipina complexada com a HPβCD, 
em estado sólido (Glass et al., 2001). Ao contrário do pretendido, a complexação do 
OME com a HPβCD não aumentou a estabilidade do fármaco à luz, pelo contrário 
originou um agravamento na sua velocidade de decomposição. Este facto pode ser 
atribuído à CD usada (HPβCD). Diferentes tipos de CD podem originar diferentes 
modos de inclusão para uma mesma molécula, assim, dependendo da CD a 
degradação do fármaco pode ser acelerada, retardada ou permanecer igual (Loftsson e 
Brewster, 1996). Por outro lado, os vários métodos usados na preparação dos sistemas 
binários dão origem a produtos com graus de cristalinidade diferentes (Redenti et al., 
1996 e Veiga et al., 2006). Sob as mesmas condições as estruturas cristalinas são mais 
estáveis que as estruturas amorfas apresentando um menor nível energético e uma 
menor mobilidade molecular (Carstensen, 1995). Assim, a velocidade de degradação 
do fármaco aumenta com a passagem da sua forma cristalina à forma amorfa como 
consequência de um aumento da energia do sistema (mais instável) e de uma maior 
mobilidade das suas moléculas (Li et al., 2002). Este facto apoia, então, os resultados 
obtidos, uma vez que o OME puro, o qual possui estrutura predominantemente 
cristalina (Arias et al., 2000), é a amostra que apresenta menor percentagem de 
degradação enquanto que a amostra LF, a qual foi preparada por liofilização, e, por 
isso, apresenta uma estrutura predominantemente amorfa (Redenti et al., 1996), tem 
o maior índice de degradação de OME. As amostras MF e ML1 apresentam valores 
intermédios de degradação do fármaco, sendo que o seu método de preparação 
origina pós de baixa cristalinidade mas não estruturas amorfas (Arias et al., 2000 e 
Veiga et al., 2006).  
Relativamente, aos resultados obtidos para as amostras colocadas a 40ºC e a 
75% de humidade relativa (OME puro, MF, ML1, LF), após os 60 dias, parece não haver 
alteração significativa na velocidade de degradação do OME nas misturas binárias MF e 
ML1. No entanto, para a amostra LF, a análise do teor de OME ao 28º dia (tabela 4) 
demonstra a sua total degradação. A predominância da estrutura amorfa neste pó 
poderá explicar este resultado visto os pós nestas características estruturais 
demonstrarem uma maior absorção de humidade, o que conduz a uma maior 
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instabilidade do fármaco (Guo, 2009). A alteração de cor nos pós ocorreu 
principalmente no complexo LF, que passou de branco a laranja escuro, tal como na 
situação anterior, evidenciando, uma vez mais, a relação entre a degradação do 
fármaco e a modificação da coloração dos pós (tabela 4 e fig. 18Bc). 
Na terceira condição estudada, 4ºC no escuro, nenhuma das amostras 
evidenciou degradação do fármaco ao final dos 60 dias, não ocorrendo alteração na 
cor dos pós (tabela 4 e fig. 18Ad e 18Bd). No entanto, obteve-se, ao 28º dia, para as 
amostras MF e ML1, uma maior percentagem de degradação do OME em comparação 
com o 60º dia, o que se deverá, uma vez mais, a erros inerentes ao operador, método 
e equipamento, tal como ocorreu na primeira condição analisada (luz actínica). 
Apesar de este ser apenas um ensaio preliminar de estabilidade, pode-se 
concluir, através dos resultados obtidos nas diferentes condições ambientais, que a 
HPβCD não exerce protecção contra a degradação do fármaco sob a forma de 
complexo de inclusão. O complexo OME:HPβCD preparado por liofilização (LF) é o que 
demonstra maior instabilidade, principalmente na presença de calor e humidade. 
Desta forma, parece não ser vantajoso a preparação de complexos de inclusão 
OME:HPβCD, apesar desta CD aumentar significativamente a solubilidade do fármaco 












Fig. 18 – A) Amostra de OME puro e B) Mistura binária LF. (a) tempo 0 dias; exposto 60 
dias: (b) à luz actínica; (c) a 40ºC e 75% humidade relativa; (d) a 4ºC no escuro.  
A) 
B) (a) (b) (c) (d) 
(a) (b) 
Tempo 0 dias Luz actínica 
40º C a 75% 
humidade relativa 4º C no escuro 
(c) (d) 
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3.3.2. Em solução 
 
Antes da realização dos ensaios enzimáticos, estudou-se a estabilidade do 
OME, por HPLC, nas condições experimentais em que se efectuaram as reacções 
enzimáticas, ou seja, nas várias soluções tampão e solventes usados, de acordo com o 
descrito nos Materiais e Métodos. Cada ensaio de estabilidade foi seguido durante 30 
minutos, uma vez que as reacções enzimáticas tinham a duração de 20 minutos, 
garantindo, desta forma, a estabilidade do fármaco durante os ensaios. 
 Para quantificar a degradação do OME determinou-se a área do pico (Ap) do 
fármaco no inicio de cada ensaio de estabilidade e no fim dos 30 minutos. A 













       (3.2) 
  
O ensaio de estabilidade correspondente às condições usadas na reacção 
enzimática da papaína (DMSO e tampão acetato de sódio 50 mM pH 4,8 com 2,5 mM 
EDTA e 7,5 mM DTT) originou uma degradação de 20,01% de OME. Este facto é 
justificado pelo pH acídico da solução devido à presença do tampão acetato de sódio 
(pH 4,8). Este tampão foi usado com o objectivo de simular as condições acídicas 
necessárias para converter o OME à sua forma activa de sulfenamida e, desta forma, 
possibilitar a sua reacção com os grupos sulfidrilo da papaína, tal como ocorre para o 
enzima ATPase-H+/K+ (Sachs et al., 2006). Wallmark et al. (1986) provaram que a 
degradação do OME, em meio ácido, era um requisito fundamental para a inibição da 
ATPase H+/K+; caso a degradação do fármaco não ocorresse, a inibição do enzima era 
impedida. Assim, a diminuição da área do pico do fármaco indica que parte do OME se 
terá degradado e, provavelmente, convertido a sulfenamida como era esperado.  
 Relativamente aos restantes ensaios de estabilidade, não ocorreu degradação 
de OME em nenhum dos casos, verificando-se que o fármaco é bastante estável nas 
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3.4. Avaliação da actividade inibitória do OME livre e das misturas 
binárias em diferentes enzimas  
 
Os resultados dos ensaios cinéticos, realizados com o objectivo de estudar a 
capacidade inibitória do OME sobre os enzimas papaína, quimotripsina e 
acetilcolinesterase são apresentados e discutidos de seguida. As amostras binárias 
seleccionadas para este estudo foram as mesmas que as usadas nos ensaios de 
estabilidade (secção 3.3.) – MF, ML1 e LF – pelas razões já apresentadas. 
O L-BAPA foi o substrato usado para os enzimas papaína e quimotripsina, sendo 
que a actividade enzimática foi seguida através do aparecimento do produto da 
reacção, 4-nitroanilina, o qual apresenta uma absorvência máxima a 410 nm (Zhao et 
al., 2001). O substrato usado para o ensaio com a acetilcolinesterase foi o iodeto de 
acetiltiocolina (AChI), o qual é hidrolisado a acetato e tiocolina. A tiocolina reage com o 
DTNB, originando 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e o ião 5-tio-2-nitrobenzoato, 
o qual tem cor amarela e um máximo de absorvência a 405 nm. O aparecimento do 
produto com coloração amarela é directamente proporcional à velocidade da reacção 




A papaína é o enzima, normalmente, escolhido como modelo experimental da 
cinética enzimática da ATPase-H+/K+ devido à sua fácil obtenção. Ambos os enzimas 
são proteases de cisteína e, portanto, o seu mecanismo catalítico é idêntico (Salas et 
al., 2008).  
O ensaio enzimático da papaína com o OME foi realizado a pH 4,8, de forma a 
criar o ambiente acídico semelhante ao das células parietais do estômago, onde se 
encontra a bomba de protões. Assim, pretendeu-se determinar se o OME apresentaria 
capacidade para inibir a actividade da papaína em condições análogas às que inibe o 
enzima ATPase-H+/K+. Para isso, realizaram-se ensaios cinéticos com a papaína na 
presença e ausência do fármaco e compararam-se as velocidades enzimáticas (Anexo 
5). Os resultados encontram-se na tabela seguinte (tabela 5). 
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Tabela 5 – Velocidade enzimática da papaína, em 
unidades de absorvência por minuto, na ausência 









Verifica-se que o aumento da concentração de OME origina uma diminuição na 
velocidade da reacção enzimática. A percentagem de inibição da actividade da 
papaína, determinada segundo o descrito nos Materiais e Métodos, está representada 
graficamente, em função da concentração do fármaco, na figura 19. Na ausência de 














Fig. 19 – Inibição da velocidade enzimática da papaína em função da 
concentração de OME. 
 
 Veloc. Enz. (UA/min) 
Controlo 0,012 ± 0,0012 
0,109 0,010 ± 0,0004 
0,182 0,009 ± 0,0001 
0,261 0,007 ± 0,0001 
0,434 0,006 ± 0,0006 
[OME] 
mM 
0,579 0,005 ± 0,0005 
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A equação obtida no gráfico anterior permite calcular qual a concentração de 
fármaco que inibe 50% da actividade do enzima (IC50), tendo em conta que o valor de y 
corresponde aos 50% de inibição, calcula-se o valor de x, o qual é relativo à 
concentração de OME. Assim, obtém-se um valor de IC50 de 0,425 ± 0,116 mM. 
Relativamente ao IC50 do OME sobre a ATPase-H
+/K+ o seu valor varia entre 36 
µM e 470 nM, dependendo das condições do ensaio (Smolka et al., 2004). Assim, 
verifica-se que os valores de IC50 do OME para a papaína e para a bomba de protões 
são bastante diferentes. Este facto poderá significar que o fármaco não estaria na sua 
forma activa de sulfenamida tetracíclica em quantidade suficiente e, deste modo, ser 
precisa uma maior concentração de OME para reagir com o número necessário de 
cisteínas, presentes no centro activo da papaína, de forma a originar uma inibição de 
50% da actividade enzimática. Provavelmente, teria sido necessário um maior tempo 
de incubação do OME no tampão acetato de sódio, para permitir a sua total conversão 
à forma de sulfenamida. Por outro lado, a inibição do OME à papaína poderá não 
ocorrer por formação de ligações persulfureto entre a sulfenamida e os grupos 
sulfidrilo do enzima, tal como acontece para a ATPase-H+/K+, mas antes pela ligação a 
um outro local do enzima e, assim, justificar a discrepância nos valores de IC50 entre os 
dois enzimas, já que seriam diferentes tipos de inibições que estariam a ocorrer. 
Como o OME apresentou capacidade para inibir a actividade da papaína 
efectuaram-se ensaios cinéticos com as misturas binárias OME: HPβCD (MF, ML1 e LF) 
e com a HPβCD livre, na concentração de IC50 obtida para o fármaco sozinho (0,425 
mM) e compararam-se se as velocidades enzimáticas obtidas corresponderiam à 
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Tabela 6 - Velocidade enzimática da papaína, em unidades 
de absorvência por minuto, na ausência (controlo) e na 










 Analisando a tabela 6 verifica-se que a velocidade enzimática de cada mistura 
binária (0,006 UA/min) corresponde a metade da velocidade enzimática do ensaio 
controlo (0,012 UA/min), concluindo-se que todas as misturas binárias testadas 
apresentam um valor de IC50 igual ao obtido para o OME livre (0,425 mM). Em solução, 
existe um equilíbrio dinâmico entre as moléculas de fármaco livre e as incluídas na 
cavidade da CD, o que faz com que haja um menor número de moléculas de OME livre 
no meio (Hedges, 1998). Devido a este facto seria de esperar que a inibição da papaína 
fosse inferior a 50 % com a concentração de misturas binárias usada (0,425 mM), uma 
vez que a quantidade de OME livre na solução seria menor comparativamente com o 
ensaio do OME sem CD. No entanto, mesmo quando o OME está complexado com a 
HPβCD, o grupo funcional do fármaco responsável pela ligação ao enzima e, 
consequente, inibição do mesmo, deverá permanecer fora da cavidade da CD, 
possibilitando a reacção com a papaína, dando, por isso, origem ao mesmo valor de 
IC50. 
Relativamente ao ensaio enzimático da papaína com a HPβCD livre (sem OME) 
observa-se que a actividade enzimática é igual à do ensaio controlo. Concluiu-se, 
então, que esta CD não interfere na actividade da papaína e, portanto, tal como 
esperado, obtiveram-se actividades enzimáticas idênticas entre as várias misturas 
binárias. Resultados semelhantes foram reportados por Gubica et al. (2009), em que a 
presença da TMβCD ((2,3,6-tri-O-metil)-β-ciclodextrina) não afectou a reacção 
enzimática do triptofano indol-liase com o substrato L-triptofano.  
 Veloc. Enz. (UA/min) 
Controlo 0,012 ± 0,0012 
 MF 0,006 ± 0,0005 
 ML1 0,006 ± 0,0001 
 LF 0,006 ± 0,0015 
 HPβCD 0,012 ± 0,0009 





Pretendeu-se determinar a capacidade inibitória do OME sobre um enzima 
presente no tracto gastrointestinal, seleccionando-se a quimotripsina, uma protease 
de serina, para o estudo em causa. O ensaio foi realizado ao pH óptimo de actuação do 
enzima (pH 8), de forma a mimetizar as condições fisiológicas (Nelson e Cox, 2005). 
Assim, foram realizados, tal como no caso da papaína, ensaios cinéticos na presença e 
ausência do fármaco e compararam-se as velocidades enzimáticas (Anexo 6). Os 
resultados encontram-se na tabela seguinte (tabela 7). 
 
Tabela 7 – Velocidade enzimática da quimotripsina, em 
unidades de absorvência por minuto, na ausência 









Analisando a tabela 7 observa-se que o aumento na concentração de OME não 
altera a velocidade da reacção enzimática, ou seja, o fármaco não tem capacidade para 
inibir a actividade da quimotripsina. Tal como já descrito na Introdução, a 
quimotripsina é uma protease específica para ligações peptídicas adjacentes a resíduos 
de aminoácidos aromáticos (triptofano, fenilalanina e tirosina), os quais estabelecem 
uma interacção hidrófoba favorável com o bolso hidrófobo do enzima (Nelson e Cox, 
2005). Um dos inibidores mais conhecidos da quimotripsina é o composto tosil-L-
fenilalaninil clorometilcetona (TPCK), um análogo de substrato, que se liga ao centro 
activo da mesma forma que o substrato normal, mas em vez de ser hidrolisado, 
provoca a alquilação do resíduo de His57, inactivando irreversivelmente o enzima 
(Lehninger, 1977). No caso do OME, os grupos funcionais metoxilo (-OCH3) e metilo (-
CH3) presentes tanto na parte benzimidazol como na parte 2-piridilmetil impedem, 
 Veloc. Enz. (UA/min) 
Controlo 0,034 ± 0,0008 
0,579  0,034 ± 0,0020 
14,476 0,036 ± 0,0005 
[OME] 
mM 
28,952 0,034 ± 0,0005 
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provavelmente, a interacção do fármaco com o bolso hidrófobo da quimotripsina 
(bloqueio estereoquímico), não interferindo, por isso, com a actividade desta protease 
de serina. 
Como o OME não demonstrou capacidade para inibir o enzima em causa, os 





A capacidade inibitória do OME foi também estudada na acetilcolinesterase 
(AChE), pelas razões mencionadas na Introdução. O ensaio foi realizado ao pH óptimo 
de actuação (pH 8) do enzima, de forma a mimetizar as condições fisiológicas (Aliriz e 
Turkoglu, 2003). 
Assim, realizaram-se ensaios cinéticos na presença e ausência do fármaco e 
compararam-se as velocidades enzimáticas (Anexo 7). Os resultados encontram-se na 
tabela seguinte (tabela 8).  
Tabela 8 - Velocidade enzimática da acetilcolineserase, em 
absorvência por minuto, na ausência (controlo) e na 










Através da tabela 8 verifica-se que o aumento da concentração de OME origina 
uma diminuição na velocidade da reacção enzimática. A percentagem de inibição da 
actividade da acetilcolinesterase, determinada segundo o descrito nos Materiais e 
Métodos, está representada graficamente, em função da concentração do fármaco, na 
figura 20. Na ausência de OME (controlo) a velocidade enzimática é considerada 100%. 
 Veloc. Enz. (UA/min) 
Controlo 0,051 ± 0,003 
0,015  0,045 ± 0,003 
0,058  0,038 ± 0,003 
0,130 0,033 ± 0,001 
[OME] 
mM 
0,434 0,019 ± 0,002 














Fig. 20 – Inibição da velocidade enzimática da acetilcolinesterase em 
função da concentração de OME. 
 
 
A equação obtida no gráfico anterior permite calcular qual a concentração de 
fármaco que inibe 50% da actividade do enzima (IC50), tendo em conta que o valor de y 
corresponde aos 50% de inibição, calcula-se o valor de x, o qual é relativo à 
concentração de OME. Assim, obtém-se um valor de IC50 de 0,224 ± 0,016 mM. 
O valor de IC50 obtido para o OME (0,224 ± 0,016 mM) difere bastante do valor 
de IC50 da galantamina (1,07 ± 0,18 µM) (López et al., 2002), um fármaco inibidor da 
AChE usado no tratamento da doença de Alzheimer (Marco e Carreiras, 2006). No 
entanto, o OME apresenta maior capacidade de inibição da AChE comparativamente a 
alguns compostos naturais, nomeadamente, os monoterpenos, componentes 
principais de óleos essenciais obtidos de plantas, flores e frutos. O 1,8-cineolo e o α-
pineno são os monoterpenos mais activos com valores de IC50 de 0,670 mM e 0,630 
mM, respectivamente. A diferença na capacidade inibitória dos diversos compostos, 
relativamente à AChE, está relacionada com o local de ligação ao enzima, que pode 
ocorrer directamente no centro activo ou no local de ligação periférica ou em ambos 
os sítios (Houghton et al., 2006). 
O OME é, então, uma substância com uma estrutura promissora, podendo vir a 
ser testada como molécula lead para a obtenção de novos compostos que apresentem 
maior eficácia na inibição da acetilcolinesterase. Esses compostos teriam de ser 
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amplamente estudados, culminando nos ensaios pré-clínicos e clínicos, os quais 
determinariam a sua possível viabilidade para o tratamento da doença de Alzheimer.  
 
Posteriormente, pretendeu-se verificar se algumas das misturas binárias 
preparadas (MF, ML1 e LF) apresentariam idêntica capacidade inibitória sobre a AChE 
relativamente ao OME não complexado, através da comparação dos valores de IC50 e, 
assim, inferir se a CD usada afectaria ou não a velocidade da reacção enzimática. Para 
determinar os valores de IC50, efectuaram-se ensaios cinéticos com três concentrações 
diferentes para cada sistema binário: MF – 0,081, 0,202 e 0,505 mM; ML1 – 0,076, 
0,189 e 0,472 mM; LF – 0,030, 0,086 e 0,300 mM. Na tabela 9 estão indicados os 
valores de IC50 obtidos em cada caso.  
 
Tabela 9 – Valores de IC50 da AChE para o OME livre e 












Pela tabela anterior (tabela 9) observa-se que os valores de IC50 são 
semelhantes para os diferentes sistemas binários e o OME não complexado (puro) e, 
através de uma análise estatística (ANOVA, F-test para uma probabilidade de P=0,05), 
comprovou-se que estes valores não são significativamente diferentes entre si (F (3,78) 
<Fcrit (4,07)). Este facto indica que, mesmo quando o OME está complexado com a 
HPβCD, o grupo funcional do fármaco responsável pela ligação ao enzima e, 
consequente, inibição do mesmo, deverá permanecer fora da cavidade da CD, 
possibilitando a reacção com a AChE, dando, por isso, origem a valores de IC50 
idênticos entre o OME livre e complexado. 
Testaram-se ainda dois ensaios cinéticos da AChE na presença de HPβCD 0,506 
e 0,203 mM, sem OME, obtendo-se actividades enzimáticas de 0,049 ± 0,000 UA/min e 
0,046 ± 0,001 UA/min, respectivamente, sendo que a actividade enzimática do ensaio 
 IC50 mM 
OME 0,224 ± 0,016 
MF 0,255 ± 0,011 
ML1 0,216 ± 0,048 
LF 0,279 ± 0,004 
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controlo foi de 0,049 ± 0,002 UA/min. Desta forma, verifica-se que, tal como no ensaio 
com a papaína, a CD usada não interfere na actividade da AChE. 
 
 
3.5.  Avaliação da permeabilidade e do metabolismo do OME livre e 
complexado em células Caco-2 
 
Sabendo que a absorção do OME ocorre ao nível do intestino (Dollery et al., 
1991 e Welage e Berardi, 2000) pretendeu-se comparar a permeabilidade e 
metabolismo do fármaco livre (não complexado) com o do complexo OME:HPβCD, ao 
longo de seis horas, em células Caco-2. As células Caco-2 são uma linha imortalizada de 
células epiteliais humanas de adenocarcinoma do colón-rectal, que apresentam 
características morfológicas e funcionais semelhantes aos enterócitos (células 
epiteliais) do intestino, sendo portanto usadas para determinar o potencial de 
absorção de novos fármacos, assim como, o transporte e metabolismo de fármacos e 
compostos da dieta (Shah et al., 2006 e Hu et al., 2004). A única mistura binária 
seleccionada para o ensaio foi a ML1, uma vez que já não havia quantidade suficiente 
das restantes.  
Previamente ao estudo de permeabilidade e metabolismo pelas células Caco-2, 
pretendeu-se analisar quantitativamente a degradação do OME em HBSS, o meio de 
cultura das células. Assim, efectuaram-se ensaios de estabilidade, em HBSS, para o 
OME e para o complexo OME:HPβCD (amostra ML1). A degradação foi, então, de 25,96 
± 2,02% para o OME e 18,19 ± 2,24 % para o complexo OME:HPβCD. A presença de CD 
no meio causou uma protecção na degradação do fármaco, uma vez que existe um 
equilíbrio entre as moléculas livres e as incluídas na cavidade da CD o que fez com que 
houvesse um menor número de moléculas de OME livres para serem degradadas.  
 Relativamente ao ensaio em células Caco-2 pretendeu-se inferir se o OME 
desapareceria na totalidade do meio de cultura, o que poderia significar que o fármaco 
seria bastante permeável nestas células ou, então, que as células estariam a libertar, 
para o meio, compostos que degradariam o fármaco; ou se pelo contrário o OME seria 
pouco permeável e permaneceria em elevada percentagem no meio de cultura. O 
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mesmo estudo foi efectuado para o complexo OME:HPβCD e comparou-se os 
resultados obtidos (tabela 10). 
 
Tabela 10 – Desaparecimento (%) do OME não complexado e complexado 
com HPβCD (ML1) do meio de cultura das células Caco-2, ao longo de 








 Relativamente ao OME não complexado verifica-se que, ao fim das 6 h, apenas 
uma baixa percentagem de fármaco (6,59 ± 1,63%) desapareceu do meio de cultura 
das células Caco-2 (tabela 10). Este resultado está de acordo com o obtido por Pauli-
Magnus et al. (2001), em que ao final de 4h, constataram que 8,1 ± 5,8% de OME tinha 
sido transportado do lado basal para o lado apical das células Caco-2. Observa-se ainda 
que, durante as várias horas (1 a 6 horas), a percentagem de OME vai sucessivamente 
aumentando e diminuindo do meio, ou seja, o fármaco estaria constantemente a 
entrar e a sair das células. Este facto já foi observado em alguns compostos, que 
entram para o citoplasma das células epiteliais e retornam ao lúmen intestinal, através 
de um processo denominado de efluxo apical (mediado por proteínas transportadoras) 
(Shah et al., 2006). No entanto, através de uma análise estatística (ANOVA, F-test para 
uma probabilidade de P=0,05) provou-se que estes valores não são significativamente 
diferentes entre si (F (4,27) <Fcrit (4,76)), não sendo, por isso, possível tirar conclusões 
quanto à hipótese anteriormente proposta. 
 Quanto à mistura binária ML1 observam-se resultados idênticos aos obtidos 
para o OME não complexado (tabela 10). A maior diferença aparenta ser ao final das 6 
h, em que cerca de 13 % de fármaco desapareceu do meio contendo o complexo 
OME:HPβCD e, aproximadamente, 6,5% de OME desapareceu do meio contendo 
apenas fármaco. Contudo, a variação entre os dois valores não é significativamente  
 % Desaparecimento de OME do meio 
Tempo (h) OME OME:HPβCD (ML1) 
0 0,00 0,00  
1 6,81 ± 0,61  4,39 ± 2,60 
2 4,91 ± 0,33 5,71 ± 1,28 
4 9,38 ± 3,12 10,25 ± 4,84 
6 6,59 ± 1,63 13,22 ± 6,92 
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diferente (ANOVA, F-teste para uma probabilidade de P=0,05; F (1,61) <Fcrit (10,10)), 
devido ao erro elevado obtido nos ensaios. Analisaram-se ainda os respectivos 
extractos celulares, ao fim das 6 h, e observou-se a presença de quantidades vestigiais 
de OME em ambos os casos (Anexo 8). Assim, parece não haver uma diferença 
evidente no transporte, pelas células Caco-2, de OME complexado ou não complexado. 
A HPβCD, provavelmente, não provocará qualquer efeito na entrada do fármaco nas 
células. Resultados semelhantes foram obtidos por Hovgaard e Brønsted (1995), 
relativamente à permeabilidade das células Caco-2 ao polietilenoglicol-4000 (PEG-
4000), na presença de HPβCD, sendo que a CD não exerceu alteração significativa no 
transporte do composto. No entanto, já foram reportados estudos em que a presença 
de CDs levava a uma modificação na permeabilidade das células Caco-2. Um exemplo, 
demonstrado por Lambert et al. (2005), é o caso da MβCD (metil-β-ciclodextrina), a 
qual originou um aumento significativo na permeabilidade a dextranos de 2, 10 e 40 
kDa, devido à sua capacidade para remover colesterol da membrana das células e, 
assim, provocar a destabilização de canais iónicos e proteínas transportadoras, 
modificando, provavelmente, as vias de transporte transcelular e paracelular. Contudo, 
a HPβCD é mais hidrófila comparativamente à MβCD e, por isso, menos eficiente na 
captação de colesterol (Marques, 1994d), sendo, por isso, explicada a sua nula 
influência na alteração da permeabilidade das células Caco-2 ao OME. Para uma 
melhor percepção e comparação do potencial de absorção ao OME livre e ao complexo 
OME:HPβCD seria necessário realizar um maior número de replicados e, então, 
concluir com certeza se existe, ou não, diferença na permeabilidade das células, 
causada pela presença da HPβCD. 
Em relação ao metabolismo do OME pelas células Caco-2 verificou-se que não 
surgiu o aparecimento de novos picos nos cromatogramas, ao fim das seis horas, tanto 
no caso do ensaio com OME livre como no caso do ensaio com o complexo 
OME:HPβCD, indicando, por isso, que não ocorreu degradação/metabolismo do 

















Fig. 21 – Cromatogramas do ensaio em células Caco-2, aos tempos zero e seis horas, (A) OME 














































Na realização deste trabalho prepararam-se diferentes sistemas sólidos 
binários entre o OME e a HPβCD e caracterizaram-se os sistemas obtidos através da 
aplicação de várias metodologias. Todos os complexos demonstraram perfis distintos, 
nos termogramas de DSC e espectros de I.V., das moléculas de OME e HPβCD livres e 
da MF (resultante da simples combinação destes componentes), evidenciando a 
interacção do fármaco com a cavidade da CD. De acordo com os resultados de NMR, 
apoiados pelo docking, o complexo é formado pela inclusão da parte benzimidazol do 
OME no interior da cavidade da HPβCD. 
Relativamente ao ensaio preliminar de estabilidade, em estado sólido, do OME 
livre e dos sistemas binários, em diferentes condições ambientais, verificou-se que a 
HPβCD não exerce protecção contra a degradação do fármaco, na presença de luz, 
calor e humidade. A instabilidade dos sistemas binários aparenta estar relacionada 
com o seu grau de cristalinidade. Conclui-se, então, que a complexação do OME com a 
HPβCD não será vantajosa para o aumento da estabilidade do fármaco. 
Nos ensaios enzimáticos realizados observou-se que o OME e os sistemas 
binários apresentam actividade inibitória idêntica sobre a papaína, com um valor de 
IC50 de 0,425 mM, o qual é consideravelmente superior ao valor de IC50 do OME sobre 
a ATPase-H+/K+ (IC50 entre 36 µM e 470 nM), sendo ambos os enzimas proteases de 
cisteína. Relativamente à AChE verificou-se igualmente uma capacidade inibitória 
semelhante entre o OME e as misturas binárias, com IC50 de 0,224 mM. Apesar deste 
valor ser bastante superior ao da galantamina (IC50 de 1,07 µM), um fármaco inibidor 
da AChE, o OME apresenta maior capacidade de inibição comparativamente com 
alguns compostos naturais como os monoterpenos (por ex., o α-pineno com IC50 de 
0,630 µM). As moléculas livres de HPβCD não apresentaram qualquer alteração na 
actividade quer da papaína quer da AChE. Quanto à quimotripsina verificou-se que o 
OME não apresenta capacidade para inibir o enzima. 
Por último, nos ensaios de permeabilidade e metabolismo pelas células Caco-2, 
modelo das células intestinais humanas, observou-se que tanto o OME livre como o 
complexo OME:HPβCD não sofreram metabolização. Concluiu-se também que a baixa 
permeabilidade do OME nestas células não é alterada na presença da HPβCD. 
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5. Perspectivas futuras 
 
Para comprovar que a complexação do OME com a HPβCD não é vantajosa, em 
termos da estabilidade do fármaco, sugere-se a realização de replicados do ensaio de 
estabilidade, em estado sólido. Caso se venha a confirmar que a instabilidade do OME 
é potenciada na presença dessa CD, sugere-se a realização de ensaios de estabilidade 
com outras CDs, de forma a inferir se o comportamento do fármaco será análogo ou, 
se pelo contrário, apresentará melhores perfis de estabilidade. Por outro lado, seria 
também interessante estudar a estabilidade do OME encapsulado em sistemas 
diferentes das CDs, nomeadamente, em lipossomas e perceber se a sua 
permeabilidade à barreira intestinal seria melhorada. 
Sugere-se também que sejam realizados, para o OME puro e para os sistemas 
binários mais estáveis, ensaios de metabolismo in vitro, ao nível do tracto digestivo, 
com suco gástrico e suco pancreático, e posteriormente in vivo, de modo a comparar 
se a degradação do fármaco é diminuída quando encapsulado em CDs ou em 
lipossomas, o que permitiria aumentar a sua biodisponibilidade. 
Por fim, sugere-se que o OME seja testado como molécula lead para a 
obtenção de novos compostos mais eficazes na inibição da acetilcolinesterase. Os 
compostos mais eficientes seriam amplamente estudados, culminando com a 
realização de ensaios pré-clínicos e clínicos que determinariam a sua viabilidade no 
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Anexo 1 – Espectros de NMR-H1  
 
Fig. A – Espectro de NMR-H1 do OME puro (livre). 




Fig. B – Espectro de NMR-H1 do OME complexado com a HPβCD (amostra LF). 
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Fig. A – Espectro de absorção do OME no UV/Vis: a) mistura física, b) amostra ML1, c) filtrado 
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Anexo 3 – Cromatogramas dos ensaios de estabilidade do OME em estado 
















Fig. A – Ensaio de estabilidade do OME não 




 Fig. B – Ensaio de estabilidade do OME não 
complexado (puro) exposto durante 60 dias a 














Fig. C – Ensaio de estabilidade do OME não complexado (puro) exposto durante 
60 dias a 4º C no escuro. 
 
















Fig. D – Ensaio de estabilidade da mistura 
binária MF exposta durante 60 dias à luz 
actínica. 
 Fig. E – Ensaio de estabilidade da mistura 
binária MF exposta durante 60 dias a 40º C e 











Fig. F – Ensaio de estabilidade da mistura binária MF exposta durante 60 dias a 

















Fig. G – Ensaio de estabilidade da mistura 
binária ML1 exposta durante 60 dias à luz 
actínica. 
 Fig. H – Ensaio de estabilidade da mistura 










Fig. I – Ensaio de estabilidade da mistura binária ML1 exposta durante 60 dias 














Fig. J – Ensaio de estabilidade da mistura 
binária LF exposta durante 60 dias à luz 
actínica. 
Fig. K – Ensaio de estabilidade da mistura 
binária LF exposta durante 60 dias a 40º C e 













Fig. L – Ensaio de estabilidade da mistura binária LF exposta durante 60 dias a 4º C no escuro. 
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Anexo 4 – Cromatogramas dos ensaios de estabilidade do OME em 











Fig. A – Cromatogramas, obtidos por HPLC, do OME, nas condições 













Fig. B – Cromatogramas, obtidos por HPLC, do OME, nas condições 

















Fig. C – Cromatogramas, obtidos por HPLC, do OME, nas condições 
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Anexo 5 – Ensaios com o enzima papaína na ausência e presença de OME, 









Fig. A – Ensaio enzimático da papaína na ausência (controlo) e presença de OME não 












Fig. B – Ensaio enzimático da papaína na ausência (controlo) e presença de sistemas binários 
OME:HPβCD e HPβCD livre. A concentração usada corresponde ao IC50 do OME livre (n=2). 
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Fig. A – Ensaio enzimático da quimotripsina na ausência (controlo) e presença de OME não 
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Anexo 7 – Ensaios com o enzima AChE na ausência e presença de OME, 












Fig. A – Ensaio enzimático da AChE na ausência (controlo) e presença de OME não complexado 












Fig. B – Ensaio enzimático da AChE na ausência (controlo) e presença do sistema binário MF. 
As concentrações de OME variaram entre 0,405 e 0,081 mM (n=3). 










Fig. C - Inibição da velocidade enzimática da acetilcolinesterase em função da concentração de 














Fig. D – Ensaio enzimático da AChE na ausência (controlo) e presença do sistema binário ML1. 
As concentrações de OME variaram entre 0,472 e 0,076 mM (n=3). 
 
 












Fig. E - Inibição da velocidade enzimática da acetilcolinesterase em função da concentração de 














Fig. F – Ensaio enzimático da AChE na ausência (controlo) e presença do sistema binário LF. As 
concentrações de OME variaram entre 0,302 e 0,034 mM (n=3). 
 












Fig. G - Inibição da velocidade enzimática da acetilcolinesterase em função da concentração de 













Fig. H – Ensaio enzimático da AChE na ausência (controlo) e presença da HPβCD. As 
concentrações de HPβCD usadas foram 0,506 e 0,203 mM (n=3). 
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Fig. B – Cromatograma de extractos das células 
Caco-2, ao fim de 6 h. O meio de cultura foi 
suplementado com OME não complexado 
(puro). 
 Fig. C – Cromatograma de extractos das 
células Caco-2, ao fim de 6 h. O meio de cultura 
foi suplementado com OME:HPβCD. 
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